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resumo 
 
A proteína C (PC) é um dos inibidores fisiológicos mais importantes da 
coagulação sanguínea. A natureza multifactorial da trombose venosa, além 
dos factores de risco adquiridos, tem uma forte componente hereditária. A 
deficiência congénita de PC induz um estado de hipercoagulabilidade, que a 
torna num dos principais factores de risco de tromboembolismo venoso. 
Embora rara, a ocorrência de manifestações trombóticas severas no período 
neonatal, associados a homozigotia ou heterozigotia composta, demonstra a 
importância da actividade anticoagulante da PC. Os níveis plasmáticos de PC 
nem sempre são esclarecedores, uma vez que há indivíduos com deficiência 
que apresentam um intervalo de valores sobreponíveis aos dos indivíduos 
normais. Nestes casos, apenas pelo estudo molecular do gene da PC (PROC) 
é possível confirmar a deficiência. Nesta dissertação, foi efectuado o estudo do 
gene PROC, num grupo de indivíduos pertencentes a famílias com défice de 
PC e com história clínica e/ou familiar de tromboembolismo venoso.  Como 
objectivo principal, pretendeu-se efectuar uma correlação genótipo/fenótipo em 
famílias com história de trombose venosa e níveis plasmáticos de PC 
persistentemente baixos (ou próximo do valor de limite da normalidade). Para 
tal, relacionaram-se as mutações encontradas no gene PROC e os haplótipos 
CGT e TAA em homozigotia dos polimorfismos da região promotora -1654C>T, 
-1641A>G, -1479A>T, com os níveis plasmáticos de PC. Foram encontradas 
sete mutações diferentes, previamente descritas: -13A>G; g.595 C>T; 
g.633_634delGC; g.629C>T; g.659G>A; g.715G>A; g.1015G>A. O estudo 
molecular confirmou défices em caso de suspeita e, consoante o tipo e 
localização da mutação permitiu inferir o fenótipo. A identificação de mutações 
no gene PROC não revelou valor prognóstico. No entanto, se for efectuada no 
âmbito de estudos familiares, pode ser útil para decidir profilaxia em situações 
de risco, e ainda possibilita o diagnóstico pré-natal nos casos mais severos. O 
estudo molecular de alterações no gene PROC, e o seu efeito, é também muito 
importante na medida em que contribui para o esclarecimento da estrutura e 
funções da PC. Futuramente, pretender-se-ia melhorar o conhecimento da 
função da PC, quando diminuída, como factor de risco para trombose, e tornar 
a identificação de portadores de mutações no gene PROC, um estudo 
complementar de rotina nos laboratórios de diagnóstico. 
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abstract 
 
Protein C (PC) is one of the most important physiological inhibitors of blood 
coagulation. The multifactorial nature of venous thrombosis counts with a 
strong hereditary predisposition, besides the  adquired risk factors. The 
congenital PC deficiency leads to a state of hypercoagulability, and that’s why it 
is considered one of the most important venous thrombosis risk factors. 
Although, this situation is rare, the occurrence of severe thromboembolic 
episodes associated with homozygotes and compound heterozygotes 
individuals, during the neonatal period, illustrates the importance of the 
anticoagulant property of PC. The PC plasma levels not always are helpful, 
because the levels of a PC deficient individual may overlap with those of 
normal ones. In these cases, only the molecular study of the PC gene (PROC) 
can confirm the deficiency. It was studied the PROC gene of a group of 
individuals from PC deficient families and with personal and/or family venous 
thrombosis history. The main objective of this dissertation consists in 
genotype/phenotype correlation within families with history of venous 
thrombosis and repeated low plasma levels of PC (or with borderline values). 
For this purpose, it was evaluated the relationship between the mutations found 
in PROC gene and CGT and TAA homozygous haplotypes, of -1654C>T, -
1641A>G, -1479A>T promoter polimorphisms, and plasma leves of PC. It was 
identified seven different mutations, previously described: -13A>G; g.595 C>T; 
g.633_634delGC; g.629C>T; g.659G>A; g.715G>A; g.1015G>A. The 
molecular study confirmed those doubtful cases, and allowed the deduction of 
phenotype, according to the type and local of mutations. The identification of 
PROC gene mutations didn’t show prognostic value. However, in family studies 
context, it can be useful to implement prophylaxis, and to offer the prenatal 
diagnosis, in severe cases. The study of PROC gene and the effect of 
mutations also contributes for the knowledge of structure and function of PC. 
Hereafter, it would be important to set up a rotine molecular study  in diagnostic 
laboratories, hoping it would improve the understanding of PC function in 
coagulation mechanisms and thrombotic tendency.  
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Errata 
Dissertação de Mestrado em Biologia Molecular e Celular - 2012 
Estudo do gene PROC em indivíduos com deficiência de proteína C 
(A errata é válida para suporte de papel e digital, em “pdf”.) 
A numeração das referências bibliográficas que constam nas figuras, apenas a partir da 
Figura 2, e as das tabelas está incorrecta: é necessário acrescentar uma unidade a cada uma. 
Portanto, 
- na página 8, Figura 2, onde aparece “(22)” deveria estar “(23)”; 
- na página 9, Figura 3, onde aparece “(37)” deveria estar “(38)”; onde aparece “(38)” deveria 
estar “(39)”; onde aparece “(30)” deveria estar “(31)”; 
- na página 11, Figura 4, onde aparece “(38)” deveria estar “(39)”; onde aparece “(44)” deveria 
estar “(45)”; onde aparece “(45)” deveria estar “(46)”; 
- na página 19, Figura 5, onde aparece “(66)” deveria estar “(67)”; 
- na página 20, Tabela 2, onde aparece “(66)” deveria estar “(67)”; onde aparece “(67)” deveria 
estar “(68)”; 
- na página 21, Tabela 3, onde aparece “(69)” deveria estar “(70)”; onde aparece “(70)” deveria 
estar “(71)”; 
- na página 32, Tabela 10, onde aparece “(38)” deveria estar “(39)”; onde aparece “(37)” 
deveria estar “(38)”; 
- na página 37, Figura 9, onde aparece “(37)” deveria estar “(38)”; onde aparece “(38)” deveria 
estar “(39)”; 
- na página 42, Tabela 14, onde aparece “(38)” deveria estar “(39)”; onde aparece “(37)” 
deveria estar “(38)”; 
- na página 45, Figura 10, onde aparece “(55)” deveria estar “(56)”; 
- na página 46,Tabela 15, onde aparece “(74)” deveria estar “(75)”; onde aparece “(75)” 
deveria estar “(76)”; onde aparece “(55)” deveria estar “(56)”; onde aparece “(38)” deveria 
estar “(39)”; onde aparece “(37)” deveria estar “(38)”; 
- na página 47, Figura 11, onde aparece “(55)” deveria estar “(56)”; 
- na página 49, Figura 12, onde aparece “(55)” deveria estar “(56)”. 
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Met/M Metionina 
MgCl2 Cloreto de magnésio 
MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplification 
mQH2O Água Milli-Q (Millipore Corporation) 
mRNA Ácido ribonucléico mensageiro 
MTHFR Metilenotetrahidrofolato-reductase 
nt Nucleótido 
pb Pares de bases 
PC  Proteína C 
PCI Protein C inhibitor  (inibidor da proteína C) 
PCR  Polymerase chain reaction (reacção polimerase em cadeia) 
Polyphen Polymorphism Phenotyping 
Pro/P Prolina 
PROcMD 3D Protein C Mutations Database 
PRT G20210A  Mutação G20210A no gene da protrombina 
PS  Proteína S 
PSI-BLAST Position-Specific Iterative- Basic Local Alignment Search Tool 
PSIC Position-Specific Independent Counts 
PT Protrombina 
q Braço longo de um cromossoma 
r Repetição 
Ser/S Serina 
SIFT Sorting Intolerant From Tolerant 
SP Serina-protease 
SNPs Single Nucleotide Polymorphisms  
T Timina 
t-PA Tissue-plasminogen activator (activador tecidular do plasminogénio) 
TBE Tampão Tris/Borato/EDTA  
T/TM Trombina/trombomodulina 
TEP Tromboembolismo pulmonar 
TF Tromboflebite 
TM Trombomodulina 
TMB tetrametilbenzidina 
TVP  Trombose venosa profunda 
UTR Untranslated region (região não traduzida) 
Val/V Valina 
VEGA Vertebrate Genome Annotation 
vWF Factor von Willebrand 
X Codão de terminação 
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Introdução 
1. Hemostase 
 
A coagulação sanguínea é um mecanismo de defesa do indivíduo que protege a 
integridade do sistema circulatório prevenindo perdas sanguíneas aquando de uma lesão 
vascular.  
O equilíbrio do sistema hemostático depende da integridade da parede dos vasos 
sanguíneos, do número e função das plaquetas e dos factores plasmáticos da coagulação. A 
resposta do mecanismo de coagulação é geralmente limitada ao local da lesão e é 
proporcional, em magnitude, à extensão dos danos vasculares. A hemostase pode ser dividida 
em três fases: hemostase primária, secundária e terciária. 
Aquando da lesão de um vaso sanguíneo, a parede vascular, expõe o factor tecidular 
(FT), que conjuntamente com as plaquetas circulantes que aderem ao local, conduz à 
formação imediata de um “tampão” no local da lesão (hemostase primária).  
A activação dos vários factores de coagulação culmina com a geração de trombina, 
num processo de amplificação, convertendo uma proteína plasmática solúvel (fibrinogénio) 
numa proteína insolúvel (fibrina), que necessita ser estabilizada pelo Factor XIII (FXIII) para 
formar um coágulo estável (hemostase secundária). A integridade celular é restabelecida com 
a remoção e dissolução do coágulo (fibrinólise) pela plasmina. (1) 
Estas propriedades da resposta do mecanismo hemostático requerem que as reacções 
que a constituem funcionem de forma localizada, amplificada e controlada – requisitos 
mantidos a nível celular em três etapas sobreponíveis: iniciação, amplificação e propagação. 
Estes mecanismos ocorrem na superfície de diferentes tipo de células, como plaquetas e 
células que expressem FT (fibroblastos, monócitos, eritrócitos), restos celulares e 
microvesículas que derivam de células activadas. 
O complexo FT/FVII activado (FT/FVIIa) é o mais potente activador da coagulação. 
Em condições normais, uma pequena quantidade de FVIIa circula no plasma (1% do total de 
FVII em circulação). A fase de iniciação ocorre com a exposição de FT que vai formar um 
complexo catalítico com o FVIIa (complexo FT/FVIIa) numa superfície fosfolipídica, activando 
pequenas quantidades de FX e FIX. O FXa com o seu cofactor, FVa, forma os complexos 
protrombinase na superfície das células que expressam FT. Na fase de amplificação, a 
trombina gerada vai activar plaquetas, que, por sua vez, expõem locais de ligação à sua 
superfície para factores da coagulação activados, os cofactores FV e FVIII e o FXI, de forma a 
preparar a produção de uma grande quantidade de trombina.  
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Durante a fase de propagação, que ocorre na superfície das plaquetas activadas, é 
formado mais FIXa, via FXIa ligado às plaquetas. O FIXa associa-se ao FVIIIa na presença de 
cálcio, formando o complexo tenase. Este complexo vai concentrar FX na superfície da 
plaqueta, que é rapidamente activado. O FXa associa-se com o FVa ligado à plaqueta durante a 
fase de amplificação . A formação do complexo protrombinase produz um aumento de geração 
de trombina com magnitude suficiente para produzir fibrina. O polímero de fibrina é 
estabilizado pelo FXIII, tornado insolúvel a rede de fibrina (Figura 1). 
A interacção entre os factores de coagulação depende basicamente de uma superfície 
fosfolipídica. A co-localização destes componentes tem um efeito dramático no processo de 
coagulação acelerando a taxa de activação do FX e a formação de trombina. 
Para evitar que a formação de fibrina se propague, a coagulação é controlada por um 
excesso de inibidores circulantes. Os mecanismos que regulam a formação do trombo 
incluem a fibrinólise, que actua limitando o crescimento do coágulo; e o sistema de 
anticoagulação natural. (2) 
A anticoagulação natural ocorre por inibição enzimática ou por proteólise. Um 
exemplo da primeira é acção da antitrombina, uma proteína inibidora de serina-proteases, ou 
seja, uma serpina (serpin – serin-protesase inhibitor) que inibe enzimas livres, entre elas a 
trombina, FIXa e FXa. (3) 
Por outro lado, o sistema da proteína C (PC) actua por proteólise, inactivando os 
cofactores procoagulantes FVIIIa e FVa, e impedindo a formação dos complexos tenase e 
protrombinase, respectivamente.  
A principal característica do sistema anticoagulante da PC reside na capacidade de 
resposta ao aumento da concentração de trombina, tornando-se, deste modo, no mecanismo 
de defesa mais efectivo contra a ocorrência de episódios trombóticos. (4) 
O último sistema de controlo de fibrina formada é o sistema fibrinolítico que mantém 
o sistema vascular desobstruído. O processo de degradação proteolítica da fibrina é iniciado 
com a activação da proenzima plasminogénio em plasmina, pelos activadores da parede do 
vaso sanguíneo (activação intrínseca) ou dos tecidos (activação extrínseca). A activação 
intrínseca da fibrinólise envolve os factores XII, XI, quininogénio de alto peso molecular e pré-
calicreína e, é menos relevante em comparação com a activação da fibrinólise pela via 
extrínseca, que envolve a libertação do activador tecidular do plasminogénio (t-PA) pelas 
células endoteliais. O t-PA liga-se à fibrina e potencia a conversão do plasminogénio em 
plasmina. Esta dependência de fibrina pelo t-PA localiza a geração de plasmina ao coágulo de 
fibrina. A regulação e o controlo do sistema fibrinolítico são conseguidos através dos 
activadores e inibidores envolvidos no processo. (5, 6) 
Estudo do gene PROC em indivíduos com deficiência de proteína C 
 
 
5 
 
A coagulação, anticoagulação e fibrinólise constituem um delicado equilíbrio 
fisiológico.  
 
 
2. Trombofilia  
 
A trombofilia é uma entidade de etiologia multifactorial sendo definida como a 
predisposição à trombose venosa, ou, ocasionalmente, arterial, devido a alterações 
hematológicas indutoras de hipercoagulabilidade sanguínea, resultado da interacção entre 
factores genéticos e adquiridos. 
A trombose venosa tem uma incidência anual de 1 a 3 em cada 1000 habitantes, que 
aumenta com a idade, sendo extremamente rara em crianças. Ocorre em ambos os sexos com 
a mesma frequência, embora possa ser mais prevalente em mulheres em idade jovem.(7)    
As manifestações clínicas mais comuns incluem a trombose venosa profunda (TVP) e 
o tromboembolismo pulmonar (TEP), tornando-a num dos principais problemas de saúde do 
mundo ocidental, dadas as elevadas taxas de morbilidade e mortalidade. 
São factores de risco adquiridos a idade, a imobilização prolongada, cirurgias 
extensas, o trauma, a gravidez e puerpério, o uso de terapêutica anticoncepcional oral e 
terapêutica hormonal de substituição, estados inflamatórios e infecções, neoplasias, síndrome 
antifosfolipídico, e ainda diabetes, sedentarismo, hipertensão arterial, tabagismo, obesidade. 
(8) 
Nas últimas décadas foram identificados diversos factores de risco genéticos 
associados a trombose. Estes factores afectam, na sua maioria, os mecanismos naturais de 
anticoagulação, resultando na perda do equilíbrio entre os sistemas pró e anticoagulante, a 
favor dos factores procoagulantes, e consequentemente num estado de hipercoagulabilidade.  
Figura 1. Geração de trombina: (à esquerda) activação da coagulação nas células endoteliais, e (à direita)  amplificação 
nas plaquetas activadas. TF-factor tecidular; T-trombina; PT-protrombina; vWF-factor von Willebrand. (adaptado de  
Dahlback B, 2008 (2)) 
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A tendência hereditária para a trombose venosa deu origem ao termo trombofilia, e 
foi descrita pela primeira vez no início do século XX. Egeberg O (1965) descreveu a primeira 
família à qual foi identificada tendência hereditária para trombose venosa, causada pela 
deficiência de antitrombina. Na década de 80, Griffin JH et al e Schwarz HP et al 
reconheceram, pela primeira vez, a deficiência de PC e de proteína S (PS), respectivamente, 
como possíveis causas de trombofilia. (9-11) 
Além da deficiência das principais proteínas anticoagulantes naturais (antitrombina, 
PC e PS), o polimorfismo FV Leiden (FVL) e o polimorfismo no promotor do gene da 
protrombina PRT G20210A encontram-se entre as alterações mais comuns, em caucasianos, 
que aumentam o risco trombótico. (12-14) 
É neste contexto, da existência de inúmeros factores predisponentes, adquiridos e/ou 
genéticos, que a trombose venosa assume o carácter de doença multigénica e multifactorial. O 
efeito cumulativo ou sinérgico de múltiplos genes, cada um deles com um efeito variável, 
depende de factores circunstanciais, e é isto que, teoricamente, determina o grau de 
predisposição a trombose em cada indivíduo. (15)  
Os estudos de trombofilia incluem a pesquisa de défices de factores anticoagulantes, 
fibrinóliticos e o aumento de alguns factores procoagulantes. Os algoritmos de estudo 
iniciam-se sempre pelos défices mais prevalentes e, na população europeia são: deficiência de 
PC, PS e antitrombina. Os estudos funcionais incluem a determinação da actividade e/ou 
antigénio da PC; actividade da PS livre e PS total; actividade da antitrombina e resistência à 
PC activada. Os estudos moleculares incluem a pesquisa do FVL e da variante da protrombina 
PRT G20210A. Têm sido também relacionadas com o aumento do risco de trombose os níveis 
elevados dos factores VIII, IX, factor de von Willebrand (FvW) e os grupos sanguíneos não-0. 
(16, 17) 
A maioria dos factores de risco hereditários conhecidos para trombose são disfunções 
no sistema da PC. (18)  
Nesta dissertação, é abordada a deficiência congénita de PC.  
 
3. Sistema da proteína C 
 
 O sistema da PC é composto por diversas proteínas que actuam on demand, ou seja, é 
capaz de amplificar a resposta anticoagulante à medida que aumentam os mecanismos 
procoagulantes. Anomalias de uma ou várias estruturas deste sistema poderão predispor a 
um estado protrombótico. Por outro lado, o sistema da PC exerce funções pró-fibrinolíticas, e 
citoprotectoras (actividade anti-inflamatória e anti-apoptótica). (19) 
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A PC é uma glicoproteína dependente da vitamina K (DVK) com actividade serina- 
protease (SP), que circula no plasma na forma de zimogénio. É produzida, essencialmente, 
nos hepatócitos, embora as células endoteliais também a sintetizem. (20) 
 
3.1. Actividade anticoagulante da proteína C  
 
À medida que aumenta a concentração de trombina, ao longo do processo 
hemostático, esta liga-se ao seu receptor endotelial, a trombomodulina (TM), uma proteína 
transmembranar. Esta ligação, ao promover uma nova conformação da trombina, incapacita-a 
de exercer a sua actividade procoagulante.  
Por sua vez, a PC converte-se num substrato de grande afinidade para o complexo 
trombina-trombomodulina (T/TM), o que induz a sua activação. Na superfície endotelial, a PC 
liga-se, ainda, ao seu receptor, o receptor endotelial da proteína C (EPCR), que potencia este 
processo de activação, cerca de 20 vezes. Por fim, a PC activada (APC) para exercer a sua 
actividade anticoagulante, desassocia-se do EPCR. (Figura 2)  
A PS é uma glicoproteína DVK, sem actividade enzimática, que na sua forma livre 
exerce a função de cofactor da APC. O complexo APC/PS une-se à superfície plaquetar, onde 
têm lugar a reacções procoagulantes, e potencia a inactivação dos cofactores FVIIIa e FVa, 
impedindo, deste modo, a formação de trombina (Figura 2). (21)   
Foram identificados no FVa os três resíduos de arginina (Arg), Arg306, Arg506 e 
Arg679, onde a APC cliva, com o objectivo da sua proteólise. (22) Dahlbäck B et al (1993) 
descreveram a substituição da Arg506 por um resíduo de Glu. Esta alteração, Arg506Glu, 
designada por FV Leiden (FVL), impede a inactivação do FVa, conferindo, assim, resistência à 
APC. O FVL constitui o factor de risco independente mais comum, em caucasianos, 
predisponente a trombose venosa. (23, 24) 
O FV, na sua forma inactiva, desempenha funções anticoagulantes. Juntamente com a 
PS é imprescindível como cofactor da APC, tanto na inactivação do próprio FVa, como na do 
FVIIIa. (25, 26) 
A APC proteolisa o FVIIIa em dois locais da sua estrutura homólogos ao FVa: Arg336 e 
Arg562. O FV, como cofactor da inactivação do FVIIIa, sofre, igualmente, clivagem ao nível da 
Arg506. (27) 
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3.2. Inibição da proteína C activada 
 
 A inactivação lenta da APC permite-lhe permanecer na circulação o tempo suficiente 
para evitar a propagação da coagulação nas superfícies fosfolipídicas coagulantes. (28) 
As serpinas, inibidor da PC (PCI) e α1-antitripsina são os principais inibidores da APC, 
que a inibem no seu estado livre ou ligada ao EPCR. Outros mecanismos inibitórios do 
sistema anticoagulante da PC incluem o bloqueio da PS e a inibição do complexo T/TM pela 
antitrombina e PCI. (29, 30)  
 
3.3. Estrutura do gene PROC e estrutura primária da proteína C  
 
O gene que codifica a PC – gene PROC - é semelhante estruturalmente ao dos factores 
da coagulação DVK, FIX e FX. Está localizado no braço longo do cromossoma 2q13-14, abrange 
10802 pares de bases (pb), e é constituído por nove exões e oito intrões. O mRNA transcrito 
codifica uma proteína precursora de 461 aminoácidos (Figura 3). (31, 32) 
A região promotora do gene PROC é constituída por uma zona não codificante 5’-UTR, 
da qual faz parte o exão 1 e cerca de 20pb do exão 2. Estas sequências são transcritas para 
mRNA, no entanto não são traduzidas. Existe um longo intrão que as separa do codão de 
iniciação; esta característica é única entre os genes dos factores DVK.   
A região 5’-UTR não possui TATA-box, à semelhança de alguns genes que codificam 
proteínas DVK, logo, a regulação da transcrição depende de sequências que circundam os 
locais de iniciação da transcrição da mesma.  
Figura 2. (à esquerda) Activação da PC pelo complexo TM-Trombina (FIIa)-EPCR; (à direita) Actividade anticogulante da 
PC: inactivação dos FVa e FVIIIa,na presença de cálcio, impedindo a formação dos complexos protrombinase e tenase, 
respectivamente. (adaptado de Gerry AFN, 2011 (22)) 
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A regulação da transcrição do gene PROC tem sido extensivamente estudada. Entre os 
elementos cis, foram identificados os locais de ligação para factores de transcrição, 
específicos de tecido hepático, HNF (hepatic nuclear factor) -1/3 e HNF-1/6; uma região 
silenciadora e duas potenciadoras, também específicas de tecido hepático. Estas sequências 
são conservadas no gene PROC de espécies ortólogas, ao contrário do que acontece com 
alguns genes que codificam proteínas DVK. (33-36) 
Nestes locais da região promotora foram identificados 3 polimorfismos, que se 
associam às variações dos níveis de PC entre os indivíduos. (37) 
Foster D et al (1984) (38) caracterizaram a sequência nucleotídica do gene PROC, a 
partir de cDNA, estabelecendo a numeração adoptada pela maioria dos estudos moleculares 
posteriores, e referenciada nesta dissertação. No entanto, a numeração adoptada na 
nomenclatura das alterações encontradas neste estudo é a definida pela HGVS (Human 
Genome Variation Society). (39) 
 
  
 
 
 
 
O nucleótido (nt) +1, na numeração de Foster D et al (38), corresponde ao codão de 
iniciação -42 ATG/Metionina (Met); na numeração do HGVS este é equivalente ao Met 1.  
A proteína precursora é codificada a partir de determinada região do exão 2 até à 
região não codificante 3’-UTR do exão 9. A sequência codificante do exão 2 codifica a região 
do peptídeo sinal e parte do pró-peptídeo. O exão 3 corresponde à parte restante do pró-
peptídeo e ao domínio Gla. O exão 4 codifica uma região de aminoácidos hidrofóbicos, que 
ligam o domínio Gla ao domínio EGF-like-I. O exão 5 e o exão 6 codificam os dois domínios 
EGF-like I e II, respectivamente. O exão 7 codifica o dipeptídeo de carácter básico e de carga 
Figura 3. Representação da estrutura exónica e intrónica do gene PROC, e dos domínios correspondentes à PC 
precursora. (numeração de Foster D et al (1984) (37) a azul; numeração HGVS (38), a negro. (adaptado de Pavlova 
A, 2003 (30)) 
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positiva Lys198-Arg199 e, também, o peptídeo de activação. (39) Os exões 8 e 9 codificam o 
domínio catalítico serina-protease, e um pocket hidrofóbico. (32) 
A PC é inicialmente sintetizada na forma de uma cadeia simples. Após as modificações 
pós-translacionais, é convertida numa estrutura madura de 419 aminoácidos. 
As modificações pós-translacionais incluem a γ-carboxilação de nove resíduos de Glu 
dando origem ao domínio Gla, no terminal-N; a β-hidroxilação do resíduo ácido aspártico 71 
(Asp71), e a glicosilação, dos resíduos de asparagina (Asn). 
O peptídeo sinal, a sequência pró-peptídica (típica das proteínas DVK), e o dipeptídeo 
Lys198-Arg199 são removidos por proteólise, dando origem à molécula madura de duas 
cadeias, - a cadeia leve (terminal-N) e cadeia pesada (terminal-C) -, unidas por uma ponte 
dissulfídica. A PC madura é então secretada no plasma. (32, 40)  
O domínio Gla possui uma região de ligação de cálcio (Ca2+). Na presença de cálcio, o 
domínio Gla adquire uma conformação estável, que permite a ligação da PC aos fosfolípidos 
de carga negativa, na membrana celular das células endoteliais e plaquetas. É por este 
domínio que se estabelece a ligação ao EPCR. (20, 41, 42)  
Os dois domínios EGF-like possuem, também, alta afinidade para o cálcio. A sua 
estrutura difere, em parte, da dos factores DVK, por existir uma ponte dissulfídica entre 
ambos.  
A remoção do peptídeo de activação constituído por 12 aminoácidos (Asp200 – 
Arg211) é levada a cabo pela clivagem no resíduo Arg211, pela acção dos resíduos de carga 
positiva da trombina, aquando da ligação da PC ao complexo T/TM. Por este meio, o domínio 
SP adquire a conformação catalítica, e a PC torna-se activada. (43)  
O domínio catalítico SP é característico das tripsinas, por ser constituído por uma 
tríade catalítica formada pelos aminoácidos His253, Asp299 e Ser402 (Figura 4). (44-46)  
 A região próxima do local catalítico Ser402, à semelhança da restante estrutura 
primária da PC, é análoga à dos FX e FIX, entre outras proteínas DVK. Estes factos indicam que 
as sequências com importância funcional tendem a ser conservadas entre proteínas 
parólogas, e entre espécies ortólogas, ao longo do processo evolutivo. (47)  
 
 
Estudo do gene PROC em indivíduos com deficiência de proteína C 
 
 
11 
 
 
 
 
 
 
3.4. Deficiência congénita de proteína C  
 
A deficiência congénita de PC, pela presença de alterações no gene PROC, compromete 
o equilíbrio da hemostase a favor da hipercoagulação, e constitui uma das causas hereditárias 
mais comuns de tendência trombótica. 
A prevalência da deficiência heterozigótica de PC atinge aproximadamente 1 em 200 
indivíduos, ou seja, cerca de 0,5% da população geral ocidental. Estes indivíduos possuem um 
risco cerca de sete vezes maior de desenvolver trombose venosa, no entanto a maioria 
mantém-se assintomática durante a vida - apenas 30% manifestam episódios trombóticos. 
A ocorrência de trombose em indivíduos heterozigóticos, para a deficiência de PC, 
inclui, frequentemente, TVP, TEP e tromboflebite (TF) superficial. A maioria destes 
indivíduos não desenvolve TVP até atingir a idade adulta, mas aproximadamente 50% 
manifestam o primeiro episódio tromboembólico até aos 40 anos de idade. (48, 49).   
A importância do sistema da PC é, também, demonstrada pela doença 
tromboembólica severa, associada à deficiência homozigótica e heterozigótica composta de 
PC, que se manifesta com purpura fulminans associada a coagulação intravascular 
disseminada severa, no período neo-natal. Estes quadros clínicos são caracterizados, 
essencialmente, por trombose microvascular dérmica. Existem situações em que se 
desenvolvem manifestações intrauterinas, como trombose fetal cerebral e oftálmica. Nestes 
indivíduos os níveis de PC são praticamente indetectáveis (<1%). 
Por outro lado, em alguns casos, dependendo da alteração no gene PROC, as 
manifestações de trombose venosa ocorrem com menos severidade, embora frequentemente, 
Figura 4. (à esquerda) Zimogénio da PC e sua activação pela clivagem do complexo T/TM, na Arg211; 
(à direita) Representação da estrutura da APC. Numeração da HGVS (38). (adaptado de Wacey AI, 
1993 (44); e http://www1.imperial.ac.uk/medicine/about/divisions/is/haemo/coag/ (45)) 
Estudo do gene PROC em indivíduos com deficiência de proteína C 
 
12 
 
com recorrência, a partir da adolescência. Nestes, os níveis de PC podem oscilar entre os 2 e 
23%. (50-53) 
 A prevalência de casos documentados de homozigotia ou heterozigotia composta é 
baixa, com cerca de 1:4 milhões de neonatos. No entanto, pensa-se que muitos casos possam 
ser subdiagnosticados devido à frequente ocorrência de abortos precoces e/ou tardios, e à 
heterogeneidade do défice de PC na população saudável. (50, 54) 
A deficiência de PC heterozigótica é herdada de forma autossómica dominante, com 
uma penetrância significativamente variável. No entanto, o défice severo de PC, característico 
dos indivíduos homozigóticos/heterozigóticos compostos, é transmitido de forma 
autossómica recessiva. (10) 
Estão descritas actualmente cerca de 270 mutações no gene PROC, em populações 
diferentes. Os locais onde ocorrem com mais frequência encontram-se nos exões 3, 7, 8 e 9, 
que correspondem aos domínios PC, que lhe conferem a capacidade para exercer as suas 
funções. (55-57) 
Os indivíduos com deficiência hereditária de PC podem ser classificados de acordo 
com os níveis plasmáticos de actividade e antigénio, em dois tipos: tipo I e tipo II. A 
deficiência do tipo I (quantitativa), a mais frequente, resulta na redução conjunta dos níveis 
antigénicos e dos níveis de actividade da PC, devido ao decréscimo de síntese, logo a razão 
actividade/antigénio é próxima de 1. A maior parte das mutações que causam deficiência tipo 
I é devida a alterações nucleotídicas, sendo as mais frequentes as que resultam na 
substituição de aminoácidos (70%). As mutações missense sugerem, muitas vezes, por 
estudos de modelação molecular, misfolding e a instabilidade proteica. As mutações nonsense 
(cerca de 5%) e as mutações pontuais de splicing (9%) também se encontram entre as 
alterações que comprometem as modificações pós-translaccionais e consequentemente, a 
secreção da PC no plasma. A maioria das mutações missense resulta no bloqueio da secreção, 
no entanto algumas permitem-na, embora não plenamente. Os indivíduos homozigóticos para 
estas últimas apresentam níveis de PC baixos, mas superiores a 1%. As pequenas delecções 
(8%) e inserções (4%), que introduzem frameshifts, resultam em proteínas truncadas. As 
grandes delecções foram detectadas em cerca de 1% dos casos. (58) 
A deficiência do tipo II (qualitativa) caracteriza-se pela síntese, e secreção no plasma, 
de uma proteína não funcional, implicando uma diminuição acentuada na actividade da 
mesma, embora os níveis antigénicos se mantenham normais. O ratio actividade/antigénio é 
inferior a 1. O tipo II pode ainda dividir-se em tipo IIa e tipo IIb, em função dos resultados dos 
estudos funcionais dos métodos coagulante e amidolítico. O tipo IIa envolve a redução de 
ambas as actividades amidolítica e coagulante, enquanto que a deficiência do tipo IIb é 
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caracterizada apenas pela diminuição da actividade anticoagulante, mantendo-se a actividade 
amidolítica normal. Este tipo de deficiência é mais raro, e é causado, frequentemente, por 
mutações missense, que afectam os domínios Gla, o pro-peptídeo ou o domínio serina-
protease. Algumas destas mutações são comuns em determinadas populações, o que sugere a 
presença de efeito fundador. (32, 58, 59)  
España F et al (2001) defendem no seu estudo que a redução dos níveis plasmáticos 
de PC, em indivíduos com história de tromboembolismo, constitui um factor independente de 
risco para a trombose venosa. Em estudos posteriores, que desenvolveram com os receptores 
transmembranares da PC, presentes no endotélio, TM e EPCR, revelam que a causa da 
diminuição dos níveis de PC activada pode dever-se a mutações nos genes dos receptores que 
participam na sua activação. (60, 61) 
Recentemente, tem-se assistido ao desenvolvimento de estudos de genes 
moduladores da PC. Estes estudos envolvem o scan do genoma de indivíduos com trombose 
venosa, com o objectivo de encontrar marcadores genéticos, que desta forma são associados à 
tendência trombótica. Este tipo de abordagem é útil para o diagnóstico de doenças complexas 
e multifactoriais, como a trombose venosa. (62) 
Numa tentativa de compreender melhor os mecanismos de regulação da PC, foi 
efectuado o estudo ARIC (Atherosclerosis Risk In Communities), em cerca de 8000 indivíduos, 
tendo sido identificados cinco loci independentes associados à regulação dos níveis 
plasmáticos de PC. (63-65) 
Vários estudos têm relacionado uma diminuição da concentração de PC com 3 
polimorfismos (SNPs - single nucleotide polymorphisms) na região promotora do gene PROC, 
como já foi referido anteriormente. Estes 3 SNPs funcionais (-1654C>T, -1641A>G e -
1479A>T) têm efeito na transcrição do gene PROC e, consequentemente, afectam os níveis 
plasmáticos da PC. Indivíduos portadores do genótipo CGT, em homozigotia, têm níveis 
plasmáticos mais baixos de PC, possuindo um risco trombótico acrescido, do que os 
indivíduos com o genótipo TAA, que se pensa conferir um efeito protector. (66) 
 
4. Objectivos do estudo 
 
Como objectivo principal, este estudo pretende efectuar uma correlação 
genótipo/fenótipo em famílias com história de trombose venosa e níveis plasmáticos de PC 
persistentemente baixos (ou próximo do valor de limite da normalidade).  
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Como objectivo específico, efectuar a correlação das mutações encontradas no gene 
PROC e a presença dos haplótipos CGT e TAA em homozigotia dos polimorfismos da região 
promotora -1654C>T, -1641A>G, -1479A>T, com os níveis plasmáticos de PC.  
 
5. Questões éticas 
 
O estudo será efetuado com o consentimento informado dos doentes e respeitando os 
princípios da Declaração de Helsínquia, tendo por base uma boa prática clínica, a 
confidencialidade dos dados obtidos e a máxima proteção dos intervenientes. 
 
6. A importância do estudo 
 
O estudo molecular da PC, em membros de famílias portuguesas, com história clínica 
de trombose venosa, permitirá identificar mutações e identificar possíveis portadores.  
Nos casos mais severos, após a identificação dos portadores, poder-se-à efectuar o 
diagnóstico pré-natal, quando solicitado. 
A importância clínica e social deste estudo reside na identificação de factores de risco 
congénitos, além de que permitirá vigilância a indivíduos portadores assintomáticos e 
implementação de profilaxia quando necessário. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Estudo do gene PROC em indivíduos com deficiência de proteína C 
 
 
15 
 
 
 
 
 
 
 
II – Material e Métodos 
 
 
 
 
 
  
Estudo do gene PROC em indivíduos com deficiência de proteína C 
 
16 
 
 
  
Estudo do gene PROC em indivíduos com deficiência de proteína C 
 
 
17 
 
Material e Métodos 
1. População de estudo 
 
O estudo foi efectuado num grupo de 38 indivíduos que apresentavam níveis de PC 
diminuídos ou borderline, pertencentes a 13 famílias, aparentemente não relacionadas, 
seguidos no Departamento de Hematologia/Consulta de Hemostase do Centro Hospitalar de 
Coimbra (CHC), com o seu consentimento informado.  
As características clínicas dos doentes foram colectadas atendendo à história pessoal 
e/ou familiar de trombose, e factores de risco adquiridos. A média de idades dos propósitos, 
ao primeiro episódio tromboembólico, foi 3211 anos; 11 indivíduos do sexo masculino e 15 
indivíduos do sexo feminino.  
Das 13 famílias, 12 propósitos têm história pessoal de trombose venosa, enquanto 
que 1 foi estudado no âmbito de história familiar. Dos 12 propósitos, 1 apresenta morte fetal 
por trombose placentar. Os episódios de tromboembolismo incluem: TF, TVP e TEP.  
Os factores adquiridos para risco trombótico observados na amostra incluem a 
imobilização; sedentarismo; varizes; a toma de contraceptivos orais (pílula); puerpério; 
intervenções cirúrgicas; HTA (hipertensão arterial); tabagismo; diabetes; obesidade. (Tabela 
1) 
 
2. Colheita e processamento das amostras  
 
Para a realização dos estudos funcionais e imunológicos (determinação de níveis 
plasmáticos de PC) foram utilizadas amostras de sangue colhidas por punção venosa 
atraumática, com o sistema de recolha por vácuo Vacutainer® (Beckton Dickinson), em tubos 
de vácuo de 3 mL (Vacuette, Greiner bio-one, Germany) e anticoaguladas com citrato de sódio 
(9:1 v/v, com citrato trissódico 0,129M pH 7,4). As amostras obtidas foram centrifugadas a 
1200-1500g durante 15 minutos, para a obtenção de plasma pobre em plaquetas, que se 
distribuiu em alíquotas. Para posterior realização dos estudos funcionais foram armazenadas 
a -20°C. 
 Os estudos moleculares foram realizados em amostras de sangue total obtidas 
igualmente por punção venosa atraumática, mas anticoaguladas com K3EDTA (Ácido 
etilenodiaminotetracético tripotássico: 1.5 ± 0.15 mg/mL sangue), e congeladas a -75ºC até se 
proceder ao isolamento de DNA. 
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 Tabela 1.  Dados clínicos dos proposita. 
Famílias  
(proposita) 
Idade/Sexo 
Episódios TE 
(idade/anos 1ºEp) 
Factores de risco 
adquiridos (no 1º TE) 
Episódios TE 
(recorrência) 
Nº 
Familiares 
c/TE 
PCI 47/F TF  (35) 
Fractura do menisco; 
imobilização 
TFr (39; 44) 0 
PCII 39/F Não Pílula; tabagismo Não 1  
PCIII 74/F TF (44)  HTA ; diabetes TEP (64) 0 
PCIV 43/F 
2 MFs 34/30 S  por 
trombose placentar 
(32) 
Não Não 0 
PCV 40/M TF (21) Não TF (22;23) 0 
PCVI 28/F TVP + TEP (19) Pílula Não 0 
PCVII 39/M TVP  (33) Sedentarismo Não 0 
PCVIII 75/F TVP (34) Puerpério Não 1 
PCIX 33/F TVP (26) 
Pílula; imobilização 
prolongada (36horas) 
Não 0 
PCX 40/F TVP (19) Não TF (21; 22) 1 
PCXI 51/M TVP (46) 
Cirurgia a varizes; 
obesidade; sedentarismo 
Não 0 
PCXII 60/M TVP (56) 
Varizes; fumador; 
deslipidémia 
TF (57) 1  
PCXIII 34/F TVP (24) Pílula Não 0 
A numeração romana é usada para identificar as famílias;  TE- episódios tromboembólicos; 1º Ep. – primeiro 
episódio trombótico; TVP-trombose venosa profunda; TEP-tromboembolismo pulmonar; TF- tromboflebite; MFs – 
mortes fetais; r – recorrente; M-masculino; F-feminino; S-semanas 
 
2.1. Método de seleção das amostras  
 
 O tipo e técnica de amostragem, e dimensão da amostra, foi não probabilística e de 
conveniência. 
As amostras selecionadas com actividade diminuída de PC, foram confirmadas pelo 
menos em duas determinações; posteriormente, foram determinados os valores de PC 
antigénica, com o objectivo de definir o tipo de défice.  
Uma vez confirmada a deficiência de PC dos propósitos, foram convocados os 
respectivos familiares; procedeu-se da mesma forma, para confirmar os valores plasmáticos 
de PC. Aos propósitos e familiares que apresentaram valores de PC diminuídos ou borderline, 
foram realizados o estudo molecular do gene PROC. 
 
3. Metodologias 
3.1. Determinação da actividade da proteína C por substrato cromogénico 
 
O estudo funcional da PC realizou-se pela determinação quantitativa da sua actividade 
por um ensaio cromogénico automatizado (HemosIL™ Protein C – IL Coagulation Systems). 
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Este método consiste na activação in vitro da proteína C pela fracção proteica derivada do 
veneno de víbora Agkistrodon contortrix contortrix, seguida da quantificação da PC activada, 
que exerce actividade catalítica sobre um substrato cromogénico sintético, a paranitroanilina 
(Figura 5). A cor libertada por este último é medida cineticamente a 405nm. A actividade de 
PC é determinada a partir de uma curva de calibração, efectuada com plasma de referência da 
casa comercial, sendo directamente proporcional à absorvância da cor libertada.   
Os valores de referência normais, adoptados pelo Laboratório de Hemostase, estão 
representados na Tabela 2. (67) 
 
 
 
 
 
3.2. Doseamento da proteína C antigénica por imunoensaio 
 
Os níveis antigénicos plasmáticos de PC foram determinados por uma técnica 
imunológica de ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) tipo sandwich comercial (DG-
EIA PC – Grifols, Corgenix™). A placa de poliestireno é revestida por um anticorpo específico 
anti-PC humana. A  PC da amostra que se ligar será detectada pela formação de cor, resultante 
da reacção de um anticorpo de detecção conjugado com peroxidase de rábano com um 
substrato cromogénico (TMB-tetrametilbenzidina) e peróxido de hidrogénio, posteriormente 
adicionados. A intensidade da cor, medida por unidades de densidade óptica a 450nm, é 
directamente proporcional à concentração de PC na amostra. A quantidade de PC é 
determinada contra uma curva de calibração, realizada a partir de plasma de referência, 
disponibilizado no kit comercial de ELISA. 
Os valores de referência normais, adoptados pelo Laboratório de Hemostase, estão 
representados na Tabela 2. (68) 
 
Proteína C 
Activador – fracção protéica do veneno de víbora 
A. contortrix contortrix   
Proteína C Activada 
 
S-2366 
 pyroGlu-Pro-Arg-ρNA.HCL 
(substrato cromogénico) 
ρ-NitroAnilina + péptido 
Proteína C Activada 
Figura 5. Representação das reacções na determinação quantitativa da actividade de 
PC, por um ensaio cromogénico. (adoptado da bula do kit de determinação da 
actividade de PC HemosIL 
TM 
Protein C – IL) (66) 
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                                       Tabela 2. Valores referência normais dos níveis de PC. 
 
 
 
 
 
 
 
3.3. Estudo molecular do gene PROC 
3.3.1. Extracção de DNA 
 
O DNA genómico obteve-se a partir de sangue venoso periférico anticoagulado em 
K3EDTA, a partir de um ensaio comercial (JETQUICK Blood & Cell Culture Spin Kit, Genomed 
GmbH, Qiagen™), de acordo com o protocolo apresentado pelo fabricante, que utiliza a 
proteinase K e um agente caotrópico (guanidine hydrochloride) para desnaturar estruturas 
proteicas, e colunas de sílica que permitiram a eluição e purificação adequadas. A eluição do 
DNA foi feita com água destilada. Os eluados de cada amostra foram conservados a 4°C ou 
armazenados a -80°C, para posterior utilização. 
 
3.3.2. Amplificação do gene PROC por reacção de polimerase em cadeia (PCR) 
convencional 
 
Foram amplificados os fragmentos correspondentes à região promotora, aos oito 
exões e às respectivas regiões flanqueantes intrónicas do gene PROC. 
Por definição, as regiões do gene PROC dos propósitos que apresentaram alterações 
genéticas foram posteriormente amplificadas e estudadas nos respectivos familiares.  
O gene PROC e os fragmentos a amplificar foram estudados e definidos através da 
base de dados genética VEGA (Vertebrate Genome Annotation). (69) Foi adoptada a 
numeração de Foster D et al (1985) (38) para definir a sequência nucleotídica nativa do gene 
PROC. Nesta fase, a numeração do HGVS foi considerada para comparação, quando necessário.  
Os primers usados para a amplificação do gene PROC foram adoptados de Badenes PM 
(2005) (70) e de Watanabe K et al (2003) (71), excepto os correspondentes à região 
promotora, que foram desenhados no Laboratório de Hemostase. A síntese dos primers foi 
encomendada à empresa TIB®MOLBIOL Syntheselabor GmbH, a uma escala de 0.02 µm, 3OD. 
Das soluções stock de primers (armazenadas a -20°C) foram elaboradas soluções de 
trabalho de concentração final 50 ng/µL (Tabela 3).  
 PC Actividade %* PC Antigénio %** 
Adulto 70-140 72-160 
*adoptados da bula do kit de determinação da actividade de PC HemosIL 
TM 
Protein C – IL (66);  
** Adoptados da bula do kit de determinação do antigénio de PC– DG-EIA 
PC Grifols. (67) 
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                Tabela 3. Características da sequência dos primers utilizados na amplificação do gene PROC. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A concentração de cloreto de magnésio (MgCl2) foi optimizada e adicionada aos 
primers. Na Tabela 4 são apresentados os volumes de primer, MgCl2,  e a temperatura de 
annealing para cada kit, num volume total de 70 µL. 
 
                               Tabela 4. Kits de primers para exões 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 num volume total de 70 µL. 
 
 
 
 
 
O protocolo de amplificação foi optimizado a partir de um protocolo de base já 
existente, e de acordo com as recomendações dos fornecedores. Na Tabela 5 são 
apresentadas as condições da optimização da PCR utilizadas para amplificar os exões 1, 2, 3, 
6, 7, 8, 9, e respectivas regiões intrónicas circundantes.  
 
 
Exões (PC) 
a amplificar 
Se q u ênc ia  primers (5 ’ -3’ ) Nº nt 
(mer) 
% GC T°Cm [ primers ] 
ng/µL 
PC1† F: CAGCCACTATGGGGCTAAAA 
R: CTCCAGGCAGGTCTATGAGG 
20 
20 
50 54.2 
50.1 
129  
125  
PC2* F: ACT GCC CGG AGC TCA GAA GT 
R: ATG CCA CCA GGG CCT TGT AG 
20 
20 
60 61.0 
61.5 
129  
129  
PC3* F: AGC TCT GCT TCC TCA GAC CC 
R: CCC TGC TGG TTA CCA GCT CG 
20 60  57.9 126  
20 65  62.3 127  
PC4+5** F: CTGACGCTGCCCGCTCTCTCC 
R: GCATCCACCTCTCCCCCTCAC 
21 
21 
71.4 
66.7 
67.3 
63.3 
132  
130  
PC6** F: GCCCTCCCCTGCCCGCA 
R: CCTGGGCGATGTATTGGGGGC 
17 
21 
82.4 
66.7 
68.6 
67.4 
106  
138  
PC7* F: CTT GAA CCC TGC ACT GTG GC 
R: CGC TTC CCT CTC GGT TTC TG 
20 
20 
60  61.1 
60.9 
128  
127  
PC8* F: CTA AGC CTA TGC CCA TAT GA 
R: AAG AAG CCT CTT GCT TAA GC 
20 
20 
45  51.0 
53.2 
128  
128  
PC9* F: GGC CTC AGG AAA GTG CCA CT 
R: AGA ACA GCA GGC CGG TGT GC 
20 
20 
60  
65  
61.0 
65.4 
129  
130 
F: forward (primer directo); R: reverse (primer reverso); nº nt.: número de nuncleótidos (mer); %GC: 
percentagem de dinucleótidos GC; T°Cm: temperatura de melting correspondente a cada primer: 
concentração da solução stock de primers em ng/µL. *-sequências adoptadas de Badenes PM 
(2005) (69); ** - sequências adoptadas de Watanabe et al (2003) (70); 
† - os oligonucleótidos PC1 correspondem a um fragmento da região promotora que abrange os 
polimorfismos -1654 C>T, -1641 A>G, -1479 A>T e a mutação -13A>G; foram desenhados pelo 
Laboratório de Hemostase 
Kits Iniciador/Exão 
Primer  
directo (µL) 
Primer  
Reverso 
(µL) 
MgCl2 50mM 
(µL) 
Invitrogen™ 
T°C  
annealing 
PC 1, 2, 3, 7, 8 25 25 15 56 
PC 6, 9 25 25 10 55 
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Tabela 5. Protocolo da master-mix dos exões 1, 2, 3, 6, 7, 8, 9 e regiões intrónicas flaqueantes correspondentes. 
 
A amplificação dos exões 4+5 foi optimizada num protocolo distinto, e dado o 
conteúdo de GC tornou-se necessária uma enzima GC-rich (Roche™). Na Tabela 6  é descrito o 
protocolo de amplificação dos exões 4+5, e regiões intrónicas flanqueantes. 
 
        Tabela 6. Protocolo da master-mix dos exões 4+5 e regiões intrónicas flaqueantes correspondentes. 
 
Foram utilizados termocicladores Biometra T Personal e Biometra Basic, para a 
amplificação do gene PROC. O protocolo de amplificação do gene PROC está descrito na Tabela 
7. 
 
                  Tabela 7.  Protocolo de amplificação por PCR convencional do gene PROC optimizado no Laboratório 
                  de  Hemostase. 
 
Etapas 
Condições de 
temperatura 
Tempo Nºciclos 
Desnaturação 
94°C 3’ 
2x  33 
94°C 20’’ 
Emparelhamento 55 °C /56°C /57 °C 30’’ 
Extensão/síntese 
72 °C 1’ 
72 °C 5’ 
Pausa 22 °C 
Armazenamento 4°C 
 ‘ – minutos; ‘’ - segundos 
Master-Mix 
Exões 1,2,3,6,7,8,9 
[componentes] 
Volume  
por amostra 
Casa comercial  
fornecedora 
PCR Buffer, minus MgCl2 10x 5µL Invitrogen™ Kit 1.25mL 
dNTPs (dATP,dGTP, dCTP, dTTP) 2.5mM 4µL Invitrogen™ kit 100mM 
Platinum® Taq DNA Polimerase 5U/ µL 0.4µL Invitrogen™ kit 50 µL 
DNA - 3µL - 
mQH2O - 30.6µL Labesfal® 
Kits primers F+R 50 ng/µL 7µL Tib Molbiol™ 
Volume Total  Master-Mix/amostra  50 µL  
Master-MixExões 4+5 [componentes] 
Volume 
 por amostra 
Casa comercial  fornecedora 
GC-Rich PCR reaction buffer  
com 1.5mM MgCl2 e DMSO 
5x 10µL Roche™  
dNTPs 
(dATP,dGTP, dCTP, dTTP) 
2.5mM 4µL Invitrogen™ kit 100mM 
GC Rich Enzyme Mix 2U/ µL 1µL Roche™  kit 50 µL/100U 
DNA - 3µL - 
PCR grade H2O - 30.5µL Roche™   
Primers F e R 50 ng/µL 0.75µL Tib Molbiol™ 
Volume Total  Master-
Mix/amostra 
 50 µL T°C annea Exões 4+5 57°C 
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3.3.3. Electroforese dos produtos de amplificação 
 
Os produtos de PCR foram submetidos a uma electroforese em gel de agarose a 2%, 
(Ultrapure™ agarose – Invitrogen) numa solução tampão de TBE 0.5x (Sigra), para a 
verificação do tamanho (pb) dos fragmentos pretendidos, especificidade e rendimento da 
reacção, contra um marcador de peso molecular de 100 pb (DNA ladder 100bp - Invitrogen). 
Para o gel, foi usado para o corante Sybr® Safe DNA stain, em DMSO (Molecular Probes – 
Invitrogen). Para os produtos de amplificação usou-se um loading buffer 10x (Takara). 
Os fragmentos de amplificação foram visualizados e fotografados através de um 
transiluminador de ultra violeta (Kodac EDAS 290; Vilber Lourmat – UV) (Figura 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.4. Sequenciação do gene PROC  
 
Após a verificação dos produtos de PCR, partiu-se para a sequenciação dos 
fragmentos correspondentes aos exões e regiões intrónicas flanqueantes do gene PROC. 
Primeiramente, procedeu-se à purificação dos produtos da amplificação, por um 
método enzimático. 
 
3.3.4.1. Purificação dos produtos de PCR por método enzimático 
 
Para prosseguir para a reacção de sequenciação nucleotídica directa efectuou-se a 
remoção dos nucleótidos não incorporados e dos primers da reacção de PCR anterior, para a 
obtenção de produtos de PCR puros para a sequenciação directa. 
Figura 6. Padrão electroforético dos exões e regiões flaqueantes 
do gene PROC  (os exões estão identificados como PC1,etc). 
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 O método utilizado (ExoSAP-IT®, USB Corporation, USA) compreende a acção de 
duas enzimas: a exonuclease I, que degrada os primers e DNA residual em cadeia simples; e a 
fosfatase alcalina de camarão, que hidrolisa os dNTPs.  
As enzimas são adicionadas directamente ao produto de PCR, num volume total de 10 
µL: 2µL de ExoSAP-IT® com 8 µL de produto de PCR. A mistura incuba 15 minutos a 37°C, 
temperatura favorável à acção das enzimas. Depois do tratamento, a inactivação destas é 
efectuada pela incubação a 80°C, durante 15 minutos.  
 
3.3.4.2. Sequenciação nucleotídica directa dos produtos de PCR purificados 
 
A sequenciação dos produtos de PCR purificados pelo método enzimático, 
correspondentes aos fragmentos exónicos do gene PROC, baseou-se no método enzimático de 
Sanger et al (1977). (72) 
 Preparou-se a reacção de sequenciação com o kit de sequenciação ABI Prism BigDye® 
Terminator v1.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems), que fornece o tampão, ddNTPs 
marcados com quatro fluorocromos correspondentes às bases A, T, C, G; dNTPs, e DNA 
polimerase, apenas num preparado. A 2 µL de kit  BigDye® Terminator, adiciona-se 0, 5 µL de 
primer directo ou reverso (solução de trabalho 50 ng/ µL), e 2,8 µL de produto de PCR 
purificado. 
Na Tabela 8 é apresentado o protocolo de sequenciação nucleotídica directa utilizado. 
 
                                  Tabela 8. Protocolo de sequenciação dos exões e zonas flanqueantes do gene PROC  
                                  optimizado no  Laboratório de Hemostase. 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.4.3. Purificação dos produtos de sequenciação  
 
Posteriormente à reacção de sequenciação, procedeu-se à purificação dos produtos de 
sequenciação em colunas de purificação DyeEx™ 2.0 (Qiagen), de acordo com as 
recomendações do fornecedor. Tratam-se de colunas de gel pré-hidratado prontas a usar, 
Etapas 
Condições de 
temperatura  
Tempo Nºciclos 
Desnaturação 
94°C 3’ 
25 
96°C 10’’ 
Emparelhamento 50°C 5’ 
Extensão/síntese 60°C 4’’ 
Pausa 22 °C 
 ‘ – minutos; ‘’ - segundos 
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adaptadas para centrifugação. A sua função consiste em remover os ddNTPs não 
incorporados  durante a sequenciação.  
Após a centrifugação prévia das colunas, em vácuo, transferiu-se o produto de 
sequenciação, pipetando todo  o volume da reacção para o gel. Centrifugou-se de novo para se 
obterem as sequências livres de ddNTPs em excesso.  
As sequências são então centrifugadas em vácuo a 60°C durante 10 a 15 minutos.  Por 
fim, hidratam-se com 20 µL de formamida HiDi™ (Applied Biosystems).   
Por fim, as sequências são transferidas para uma microplaca óptica, o que permite a 
sua leitura num analisador por electroforese capilar. 
 
3.3.4.4. Electroforese capilar em sequenciador automático 
 
O analisador genético por electroforese capilar (ABI Prism 3130 Genetic Analyser 
Applied Biosystems) foi usado para separar, por tamanho e carga eléctrica, os produtos da 
sequenciação marcados com fluorocromos, e converter o sinal de fluorescência detectado, 
num sinal digital, que possa ser analisado num programa de análise de sequências. 
As sequências a analisar, aplicadas (20 µL) numa microplaca óptica, são submetidas a 
uma carga eléctrica de alta tensão que permite a sua entrada nos capilares (injecção 
electrocinética). Os capilares são preenchidos com um tampão que fornece iões para 
promover a corrente eléctrica. 
O método de electroforese capilar utilizado envolve o uso de um polímero com um 
agente desnaturante, em vez de gel, que promove a separação das sequências de DNA por 
tamanho e carga eléctrica. O polímero é injectado nos capilares, e minimiza o fluxo electro-
osmótico, que é contrário ao do movimento das sequências de DNA. Os fragmentos de DNA 
possuem carga negativa e migram para o eléctrodo positivo, sendo separados consoante o 
seu peso molecular, baseado na sua carga eléctrica total. Antes do eléctrodo positivo, os 
fragmentos atravessam um feixe laser, e cada um dos quatro fluorocromos ligados, 
corresponentes a cada base, emitem fluorescência, que é captada por um detector óptico. O 
programa do analisador, Data Collection, converte o sinal de fluorescência num sinal digital. 
Os quatro fluorocromos, correspondentes às quatro bases, emitem luz a diferentes 
comprimentos de onda, o que permite a sua detecção simultânea num só capilar. 
O programa Sequencing Analysis permitiu analisar as sequências quanto à qualidade 
da leitura das bases, discriminando, segundo critérios previamente especificados, as de alta, 
média e baixa qualidade. Desta forma, pôde-se aceitar ou rejeitar a análise de determinada 
sequência. 
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3.3.4.5. Análise das sequências do gene PROC 
 
O programa SeqScape® v.2.6 (Applied Biosystems) possibilitou a análise das 
sequências lidas comparando-as com a sequência nucleotídica nativa do gene PROC, 
previamente definida neste software, com a numeração de Foster et al. (1984) (38) obtida 
através do Genbank, número de acesso AF378903.2 (Figura 7). (73)  
Sempre que não ocorreu o emparelhamento entre a sequência nativa e as sequências 
em análise, repetiu-se todo o procedimento num novo produto de PCR. Se se confirmou a 
alteração, a sua posição na sequência foi identificada pela numeração de Foster et al (1984). 
(38) A alteração foi, então, localizada na base de dados genética internacional HGMD – Human 
Gene Mutation Database (57), e na base de dados de mutações da PC, ProCMD – 3D Protein C 
Mutations Database. (56) 
A nomenclatura utilizada para mencionar as alterações no gene PROC, está de acordo 
com den Dunnen et al (2000) (74). A numeração adoptada para enunciar, neste trabalho, as 
alterações encontradas é a usada pela HGVS (39), que é referida pela base de dados genética 
HGMD (57). Nesta última, constam as alterações no gene PROC descritas previamente em 
outras populações. A numeração de Foster et al (1984) (38) é indicada paralelamente, uma 
vez que é frequente a sua utilização na literatura. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Exemplo de electroferograma do programa SeqScape
®
: mutação em heterozigotia no exão 7 do gene PROC. 
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3.3.4.6. Modulação molecular 
 
O conjunto de substituições de aminoácidos não sinónimos na região codificante de 
uma proteína pode exercer um grande impacto no fenótipo, nomeadamente, quando se trata 
de doenças multifactoriais.  
Com o objectivo de interpretar possíveis alterações funcionais, provocadas por 
mutações missence, efectuou-se a sua modelação molecular através de programas, SIFT 
(Sorting Intolerant From Tolerant) (75), e Polyphen (Polymorphism Phenotyping) (76), que 
prevêem o possível impacto da troca de aminoácido na estrutura e função da PC, e 
consequentemente, o fenótipo. 
O programa SIFT defende que, os aminoácidos importantes estarão situados em 
regiões conservadas entre as sequências de uma família de proteínas, logo, alterações aí 
localizadas poderão comprometer a funcionalidade, sendo consideradas como intolerantes 
para a maioria das substituições de resíduos. Pelo contrário, um aminoácido que não seja 
conservado entre as sequências homólogas, a sua substituição é potencialmente tolerante. 
Pelo algoritmo usado (PSI-BLAST - Position-Specific Iterative- Basic Local Alignment Search 
Tool), depois do alinhamento das sequências homólogas com a sequência em análise, o 
programa calcula a probabilidade de tolerância para cada um dos 20 aminoácidos possíveis, 
para a posição da substituição. O score que o SFIT atribui a cada aminoácido potencialmente 
possível, será menor que um determinado valor de threshold: se ≤0.05 é considerada 
Deleterious; se ≥0.05 até 1.00, Tolerant. (77, 78) 
  No Polyphen a previsão é baseada na informação estrutural e filogenética, que 
caracterizam a substituição, e na caracterização da sequência onde esta está localizada.  A 
partir do score (PSIC – Position-specific independente counts) atribuído a ambas as variantes 
alélicas, calculado pela semelhança estrutural/química entre o aminoácido wild-type e o 
variante, o Polyphen determina um valor absoluto, correspondente à diferença entre os 
scores: valores elevados podem indicar que a substituição em causa raramente ou nunca será 
observada na família proteica. A classificação das previsões compreende 3 graus: benign 
(≤0.5); possibly damaging e probably damaging (≥0.5). (79) 
 Para a modulação molecular das mutações missence encontradas, foi necessária a 
sequência protéica da PC em formato FASTA (>gi|190334|gb|AAA60166.1| Protein C [Homo 
sapiens]), obtida através do GenBank Database. (80) 
 Foi ainda esquematizado o alinhamento múltiplo relativo a sequências protéicas de 
quatro espécies ortólogas diferentes (porcinos-Sus scrofa;murinos- Mus musculus e Rattus 
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norvegicus; caninos-Canis lupus familiaris), com o objectivo de verificar a conservação dos 
aminoácidos, onde foram encontradas mutações missense.  (56, 57) 
 
3.3.4.7. Análise estatística dos haplótipos GGT e TAA em homozigotia dos 
polimorfismos -1654 C>T, -1641 A>G e -1479 A>T do promotor do gene PROC 
na população-controlo 
 
A análise da prevalência dos polimorfismos do promotor no gene PROC, encontrados 
nos indivíduos estudados, foi comparada com estudos europeus referenciados (37, 81-83), e 
com uma população-controlo portuguesa. Esta última população-controlo foi estudada por 
outros autores, no âmbito de um trabalho previamente efectuado no Departamento de 
Hematologia, na Unidade de Hemostase Molecular; constitui uma amostra de 52 indivíduos 
saudáveis (foi excluída história pessoal e familiar de trombose venosa), em que foi analisada 
a relação dos níveis de PC com os haplótipos CGT e TAA em homozigotia. (84) 
Para tal, foi comparada a média de actividade de PC (%) dos indivíduos da amostra-
controlo que apresentaram os haplótipos CGT e TAA em homozigotia. Procedeu-se ao cálculo 
do intervalo de confiança (IC) de 95%, para averiguar se a diferença entre elas era 
estatisticamente significativa, e a respectiva probabilidade, p (p<0.05, assumido como 
estatisticamente siginificativo), pela utilização do teste paramétrico t-student para duas 
amostras independentes. Os dados foram analisados no programa GraphPad Prism 
(GraphPad, San Diego, CA), versão 5.00.  
Foi demonstrado que, tal como está referido na literatura, os níveis de actividade de 
PC estão mais diminuídos quando está presente o haplótipo CGT, comparativamente aos 
daqueles que apresentam o TAA, ambos em homozigotia (p=0.0375; IC: -30.22 a -1.03). 
(Tabela 9) (84) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 9. Comparação das médias de actividade de PC dos indivíduos-controlo, 
que apresentam CGT e TAA em homozigotia. 
  Genótipo/haplótipo  n 
PC Act 
1
 
 Média (%) 
CC/GG/TT (CGT/CGT) 9  100  
TT/AA/AA (TAA/TAA) 8  116  
 
p=0.0375; IC: -30.22 a -1.03 
PC Act 
1
 – níveis de actividade de PC (70-140%); p<0.05, IC 
(intervalo de confiança) de 95% 
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Resultados e Discussão dos Resultados            
 
O estudo de trombofilia funcional de 13 proposita com história pessoal/familiar de 
trombose venosa, revelou deficiência de PC tipo I, confirmada pelo estudo molecular do gene 
PROC.  
Os estudos familiares contaram com 25 indivíduos, dos quais 12 revelaram níveis de 
PC (actividade e antigénio) normais; e 13 níveis diminuídos e/ou borderline, cujo défice foi 
confirmado pelo estudo molecular do gene PROC.  
Dos 26 indivíduos com deficiência de PC, metade manisfestaram trombose venosa (13 
propósitos e 1 familiar) (Figura 8). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Flow chart do estudo das famílias com deficiência de PC.  
 
Apesar do número de indivíduos da amostra estudada ser reduzido, estes resultados 
estão de acordo com os dados da incidência de trombose venosa em indivíduos com défice de 
PC: cerca de 50% dos indivíduos com défice de PC desenvolvem tromboembolismo até aos 40 
anos de idade. (48, 49)   
 
Estudos moleculares  do gene PROC em famílias com défice de PC 
 
Os níveis de PC (antigénio e actividade) dos 26 indivíduos com deficiência tipo I, e o 
respectivo genótipo são indicados na Tabela 10, tal como o genótipo dos três polimorfismos 
da região promotora do gene PROC nas posições – 1654C>T, -1641A>G e -1479A>T.   
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Tabela 10. Os indivíduos com mutação no gene PROC: níveis de PC, genótipo de polimorfismos no promotor e de genes 
moduladores. 
 
  
Família 
PC Act1 
(Média) 
PC Ag2 
(Média) 
Mutação Local 
Polimorfismos no Promotor gene PROC  
 -1654C>T -1641 A>G -1479A>T 
PCI 38 41 
g.-13 A>G (g.-1533A>G) 
Prom. CT AA AA 
PCII 52 51 Prom. TT AA AA 
 
45 (38-52) 46(41-51)      
PCIII AO AO 
c. 595 C>T; p. Arg199X (157) 
Ex.7 CC GG TT 
PCIIIa 43 45 Ex.7 CC GG TT 
PCIV 51 48 Ex.7 CC GG TT 
PCV AO AO Ex.7 CC GG TT 
PCVa ND 53 Ex.7 CC AG AT 
PCVI 40 44 Ex.7 CC AG AT 
PCVII 54 59 Ex.7 CC GG TT 
PCVIII 66 59 Ex.7 CC GG TT 
PCVIIIa 49 46 Ex.7 CC AG AT 
 
50.5 (40-66) 50.3 (44-59)      
PCIX 57 59 
c. 629 C>T;  p.Pro210Leu (168) 
Ex.7 CC AG AT 
PCIXa 73 74 Ex.7 CC AG AT 
PCIXb 71 73 Ex.7 CC AG AT 
PCIXc 60 53 Ex.7 CC AG AT 
 
65.3(57-73) 64.8(53-74)      
PCX 36 45 
c.633-634; p.Leu212HisfX2 (170) 
Ex.7 CT AG AT 
PCXa 49 55 Ex.7 CT AA AA 
 
42.5(36-49) 50(45-55)      
PCXI  58 65 
c.659G>A;  p.Arg220Gln (178) 
Ex.7 CC AA AA 
PCXIa 59 61 Ex.7 CC AA AA 
PCXIb 64 65 Ex.7 CC AG AT 
PCXIc 19 20 Ex.7 CC AA AA 
PCXId 
§
 58 66 Ex.7 CT AA AA 
 
59.8(58-64) 64.3(61-66)      
PCXII 60 64 c. 715 G>A; p.Gly239Arg (197) Ex.8 CC AA AA 
PCXIII ND 45 
c.1015G>A; p.Val339Met (297) 
Ex.9 CT AG AT 
PCXIIIa ND 41 Ex.9 CT AG AT 
PCXIIIb 37 41 Ex.9 CT AG AT 
 
37 42.3(41-45)      
 
PC Act1– valores referência normais de actividade de proteína C: 70-140%; PC Ag2  – valores referência normais de antigénio de proteína 
C: 72-160%; Prom. – região promotora do gene PROC; a negrito - os propósitos; a,b,c,d – identificação dos familiares respectivos a cada 
propósito; - heterozigótico para  FVL;  - heterozigótico para FVL e PRT 20210 G/A; - heterozigótico para PRT 20210 G/A; - mutação 
em homozigotia; § - único familiar com trombose venosa. ND: valores não disponíveis; AO: sob anticoagulação oral. A nomenclatura 
usada é sugerida pela HGVS (38), com referência, em itálico, à numeração segundo Foster et al (1985) (37). 
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Os estudos moleculares revelaram 7 mutações diferentes, todas previamente 
descritas: 1 mutação reguladora (g.-13A>G) na região promotora do gene PROC; 1 nonsense 
(p.R199X); 1 pequena delecção (p.L212Hfs*2); e 4 missense (p.P210L; p.R220Q; p.G239R; 
p.V339M). 
A maioria das mutações ocorreu no exão 7 (4), as restantes no exão 8 (1); no exão 9 
(1) e na região promotora (1). Oito famílias apresentam a mesma mutação: 2 famílias a 
mutação g.-13 A>G na região promotora, e 6 famílias a mutação nonsense p. R199X, no exão 7.  
Dos indivíduos com mutações no gene PROC, apenas 1 (PCXIc) apresenta a mutação 
em homozigotia; os restantes 25 são heterozigóticos.  
A presença de alterações nos genes moduladores - FVL e PRT 20210 G/A do gene da 
protrombina está assinalada na Tabela 10. O propósito PCVIII é heterozigótico para FVL; os 
indivíduos PCXI e PCXIb são heterozigóticos para PRT 20210G/A; e o familiar PCVIIIa é 
simultaneamente heterozigótico para o FVL e PRT 20210G/A.  
 
1. Prevalência dos polimorfismos -1654C>T, -1641A>G e -1479A>T do 
promotor do gene PROC 
 
Na Tabela 11 são apresentadas as frequências alélicas e genotípicas dos 
polimorfismos -1654C>T, -1641A>G e -1479A>T dos indivíduos estudados relativamente à 
população-controlo, anteriormente referida. (84) 
 
   Tabela 11. Frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos -1654 C>T, -1641A>G, -1479 A>T do promotor do   
gene PROC (população estudada relativamente à população-controlo (83)). 
 
Apesar de a amostragem ser pequena, as prevalências alélicas estão de acordo com os 
dados encontrados por Pomp ER et al (2009) (83): o alelo C, do -1654C>T é o mais comum 
nos indivíduos-controlo e naqueles com deficiência de PC, com 83% de expressão neste 
últimos; no que se refere aos polimorfismos -1641A>G e -1479 A>T, a maioria dos alelos 
também é wild-type para cada população (Tabela 11).  
-1654 C>T nM/C Freq.gen.(%) -1641 A>G nM/C 
Freq. 
gen.(%) 
-1479 A>T nM/C 
Freq. gen. 
(%) 
CC 18/21 69.2/40.4 AA 8/20 30.8/38.5 AA 8/21 30.8/40.4 
CT 7/23 26.9/44.2 AG 12/22 46.1/42.3 AT 12/22 46.1/42.3 
TT 1/8 3.9/15.4 GG 6/10 23.1/19.2 TT 6/9 23.1/17.3 
f.alélic. T 
(%) 
17/37 freq.alélic. G 
(%) 
46/40 freq.alélic. T 
(%) 
46/37 
f.alélic. C 83/63 freq.alélic. A 54/60 freq.alélic. A 54/63 
nM/C: número de indivíduos com mutação no gene PROC/número de indivíduos-controlo; em itálico – valores 
referentes aos indivíduos-controlo; freq. gen (%): frequências genotípicas; f. alélic.: frequência alélica 
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Deste modo, é possível constatar que o haplótipo correspondente, CAA, tem a 
frequência mais elevada dos 4 haplótipos observados na população de estudo e na população-
controlo (CAA; CGT; TAA; TGT). Em outras populações a diversidade genética observada, no 
que se refere a estes polimorfismos, é maior. (81, 83) 
Foram observados apenas 6 genótipos diferentes, sendo o genótipo CC/AG/AT o mais 
frequente na população de estudo.  
Este último está presente em oito indivíduos com níveis médios de antigénio de PC de 
58.2%, seguido da combinação genotípica CC/GG/TT, encontrada em 6 indivíduos com uma 
média de 52.8% de PC. Estes dois genótipos estão presentes em metade (54%) da população 
estudada (Tabela 12). 
 
Tabela 12. Distribuição da frequência dos genótipos dos polimorfismos no promotor do gene PROC e respectivas 
médias de antigénio e actividade de PC na população estudada. 
 
Depois de CAA, o haplótipo CGT revelou-se o mais prevalente, presente em 14 
indivíduos, tendo sido encontrado, em homozigotia, em 6, pertencentes a 5 famílias, e todas 
elas apresentaram a mutação p.R199X.  
Os haplótipos TGT e TAA apresentam a frequência alélica mais baixa, ocorrendo cada 
um em 4 indivíduos. Este último foi encontrado, em homozigotia, em apenas um propósito, 
que apresenta a mutação reguladora no promotor do gene PROC, g.-13A>G (Tabela 13). 
Como foi referido, pela análise estatística da população-controlo, existe uma diferença 
estatisticamente significativa (p=0.0375) entre as médias de actividade de PC dos indivíduos 
com os haplótipos CGT e TAA em homozigotia, o que corrobora os estudos de Scopes D et al 
(1995) (82) e Aiach M et al (1999) (66). Na população deste estudo não é possível inferir esta 
diferença, uma vez que o número de indivíduos é muito reduzido.  
No entanto, comparou-se o fenótipo dos indivíduos onde se encontraram estes 
haplótipos em homozigotia, uma vez que, segundo Spek et al (1995) (37), os indivíduos com o 
Genótipo (haplótipo)    nM (%) 
PC Ag 
1 
(média/ SD) 
PC Act 
2 
(média/ SD) 
CC/AA/AA (CAA/CAA) 4 (15.4) 63.3±2.1 59±1 
CC/AG/AT (CAA/CGT) 8 (30.8) 58.2±13.0 60.8±11.9 
CC/GG/TT (CGT/CGT) 6 (23.1) 52.8±7.3 53.5±9.5 
CT/AA/AA (CAA/TAA) 3 (11.5) 48.0±9.9 48.3±10 
CT/AG/AT (CAA/TGT) 4 (15.4) 43.0±2.3 36.5±0.7 
TT/AA/AA (TAA/TAA)  1 (3.9) 51 52 
 
nM: número de indivíduos com mutação no gene PROC; PC Ag 
1
 – níveis de antigénio de PC (72-160%); PC 
Act 
2
 – níveis de actividade de PC (70-140%); SD: desvio padrão 
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haplótipo CGT revelam um risco trombótico mais elevado, relativamente aos que apresentam 
o haplótipo TAA, conferindo este último um efeito protector. 
 
            Tabela 13. Haplótipos CGT e TAA em homozigotia em indivíduos com determinadas mutações. 
 
 
 
 
 
 
 
2. Caracterização das mutações no gene PROC  
 
A caracterização das mutações identificadas no gene PROC é apresentada e discutida 
nas páginas seguintes. Na Figura 9 estão representados os electroferogramas, obtidos pelo 
Seqscape®, correspondentes às mutações e aos polimorfismos do promotor.   
A análise das mutações versus níveis de PC versus fenótipo – está representada na 
Tabela 14.   
 
2.1. Mutação reguladora no promotor: -13 A>G 
 
É uma mutação pontual caracterizada pela substituição de uma adenina por uma 
guanina, -13A>G (AAA>GATATTT) (Figura 9), e situa-se no core da região promotora do gene 
PROC, próximo do local do início da transcrição. Esta alteração afecta os locais de ligação, 
parcialmente sobrepostos (sense e antisense), do factor de transcrição hepático, HNF-3, 
abolindo por completo a respectiva transactivação da região promotora (85). Desta forma, a -
13A>G reduz significativamente a actividade do promotor do gene PROC como referido por 
Millar DS et al. que previram uma diminuição da actividade da região promotora a 123% do 
normal. (86)   
Nas proximidades da mutação -13A>G foram descritas outras mutações que 
diminuem a actividade do promotor, dando também origem a deficiência quantitativa de PC, 
Estas mutações ocorrem numa  região conservada em várias espécies de primatas e murinos. 
(35) 
Esta mutação reguladora está presente nos proposita PCI e PCII, que apresentam 
níveis médios de actividade e antigénio de 45% e 46%, respectivamente. 
 
Haplótipo  HMZ 
Indivíduo/Família 
(n) 
PC Ag
1 
(média) 
PC Act
2 
(média) 
Mutações  
CGT 6/5  52.8 53.5 p.R199X  
TAA 1/1 51 52 g.-13 A>G 
 
HMZ-homozigotia; PC Ag 
1
 – antigénio PC (72-160%);  PC Act
2 – actividade PC (70-140%) 
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O propósito PCI, que apresenta TFr (aos 35, 39 e 44 anos de idade), associa a mutação 
-13 A>G a 38% de actividade de PC, enquanto que o PCII possui 52% de proteína funcional. 
Este indivíduo foi estudado no âmbito de um estudo familiar por défice de PC, não 
manifestando trombose venosa apesar da toma de anticonceptivos orais, como factor de risco 
adicional (Tabela 8).  
A ligeira diferença dos valores de PC nos dois proposita, poderá ser explicada pela 
presença do haplótipo TAA em homozigotia no indivíduo PCII. Alguns autores referem que 
este haplótipo em homozigotia não só confere os níveis mais altos de PC como protecção para 
trombose venosa, o que também justificava a ausência de eventos trombóticos; no entanto, 
esta correlação não é sustentada em todos os estudos. (83) 
Num estudo recente na população portuguesa, David D et al (2011) (87), encontraram 
esta mutação em doze indivíduos, com médias de antigénio e actividade (43% e 42%) 
similares.  
 
2.3. Mutação nonsense - p.R199X 
 
A mutação nonsense localiza-se no exão 7, ao nível do codão 199, onde ocorre a 
transição C>T: g.595 C>T (CGA>TGA) (Figura 9). Esta alteração dá origem à substituição de 
uma arginina por um codão de terminação: p.R199X. Desta forma, é sintetizado um zimogénio 
truncado: a secreção plasmática é abolida, sendo promovida a degradação da proteína e/ou o 
mRNA, ainda no meio intracelular. Soria JM et al (1996) (88) defende ainda que, a razão para 
a PC truncada não existir na circulação se deve à exclusão do alelo mutado, ao nível da 
transcrição. Pode inferir-se, portanto, que esta mutação em homozigotia poderia causar um 
fenótipo de purpura fulminante.  
O aminoácido suprimido integra o dipeptídeo de ligação L198-R199, que ao ser 
removido por proteólise, promove a formação das cadeias pesada e leve, unidas 
posteriormente por uma ponte dissulfídica. O resíduo 199 faz parte de um cluster de 
argininas (105, 199, 187, 310), que cria um exosite funcional, ou seja, locais de 
reconhecimento. (44, 89)  No entanto, apesar de ser estruturalmente importante, a R199 não 
é um aminoácido conservado entre espécies ortólogas. (56) 
A mutação nonsense R199X foi descrita em várias populações como causa de 
deficiência de PC tipo I. No entanto, mesmo local, a mutação missense R199Q foi associada a 
deficiência qualitativa. (90, 91)  O facto de a R199 correponder a um codão onde se situa o 
dinucleótido CG, indica que alterações neste local possam ser frequentes. 
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Figura 9. Representação dos electroferogramas (Sepscape
®
) das mutações identificadas no gene PROC, e dos genótipos 
CC/AG/AT, CC/GG/TT e TT/AA/AA correspondentes aos polimorfismos -1654C>T, -1641A>G e -1479A>T do promotor. 
HMZ – homozigotia. A nomenclatura usada é sugerida pela HGVS (38).   
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A mutação nonsense R199X revelou-se a alteração no gene PROC mais frequente deste 
estudo, tendo sido identificada em nove indivíduos, cujos valores funcionais estão 
compreendidos entre 40 e 66%: PCIII (2); PCIV (1); PCV (2); PCVI (1); PCVII (1), PCVIII (2).  
Não foram obtidos os valores basais de PC correspondentes ao propósito PCIII, antes 
de ser submetido a terapêutica de anticoagulação oral, imediatamente após a ocorrência do 
episódio de TEP. O propósito PCIV apresenta história de morte fetal com recorrência, às 34 e 
30 semanas de duas gestações, com informação de trombose placentar, sendo o primeiro 
aborto aos 32 anos de idade.  
O propósito PCV desenvolveu TFr ocorrendo a primeira aos 21 anos, sem haver 
referência a factores de risco circunstanciais; o propósito PCVI desenvolveu TVP aos 19 anos, 
seguida de TEP, tendo como factor de risco adquirido o uso de pílula; o propósito PCVII 
desenvolveu TVP aos 33 anos, seguida de cavernoma da veia porta; o propósito PCVIII 
desenvolveu TVP aos 34 anos, no puerpério, sendo também portador de heterozigotia para o 
FVL.  
Os familiares PCIIIa, PCVa e PCVIIIa apesar dos níveis de PC diminuídos não 
desenvolveram tromboses. De salientar que, o familiar PCVIIIa, além da heterozigotia para 
esta mutação apresentava heterozigotia para o FVL e PRT G20210A tendo sido sujeito a 
cirurgia a uma hérnia discal.  
Estes dados sugerem que nem sempre existe uma relação imediata genótipo-fenótipo, 
mesmo quando há presença de factores de risco, quer genéticos, quer adquiridos. Estes casos 
deixam prever que, provavelmente, estes indivíduos possam ter modulação de outros genes 
que equilibrem o sistema hemostático.  
Curiosamente, algumas destas famílias apresentam o haplótipo CGT em homozigotia, 
relativo aos polimorfismos na região promotora, associado a níveis antigénicos de PC mais 
baixos. Os indivíduos PCIII, PCIIIa, PCIV, PCV, PCVII e PCVIII são homozigóticos para este 
haplótipo, no entanto, não se verifica um decréscimo dos níveis de PC relativamente aos 
indivíduos em que o haplótipo aparece em heterozigotia. Isto deve-se, provavelmente, ao 
facto de que, esta mutação em heterozigotia, ao conferir um alelo nulo, em indivíduos 
heterozigóticos para CGT, poderá provocar o mesmo efeito do haplótipo em homozigotia. 
David D et al (2011) (87) desenvolveram a análise de haplótipos entre os membros 
das famílias afectadas pela R199X, e concluiu que provavelmente houve um efeito fundador 
que a introduziu na população portuguesa. Nesse estudo, cinco indivíduos pertencentes a 
duas famílias apresentaram esta mutação com níveis médios de actividade de PC de 37.5% e 
47.5%, respectivamente. Por outro lado, Dávid M et al (2000) (92) identificou apenas um 
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indivíduo com R199X, numa amostra de quinze famílias inglesas, cuja actividade de PC foi de 
39%. 
  
2.2. Pequena delecção -  p.L212Hfs*2 
 
Situa-se no exão 7, e é caracterizada pela perda de dois nucleótidos - GC - 
pertencentes aos codões 211 e 212, respectivamente: g.633_634delGC (CGG CTC ATT 
GAT>CGT CAT TGA) (Figura 9). Deste modo, a pequena delecção vai abolir o local de 
reconhecimento do complexo T/TM (conservado entre espécies ortólogas), responsável pela 
proteólise do peptídeo de activação, e consequentemente, pela activação do zimogénio. Neste 
local, o aminoácido 211 (R) mantém-se, no entanto, no codão 212 existe a troca de uma 
leucina por uma histidina. No codão seguinte à delecção (213) é introduzido um codão de 
terminação prematuro (TGA), dando origem a uma mutação frameshift: p.Leu212Hisfs*2. É 
sintetizado um zimogéneo truncado impedido de ser activado, o que estimula a sua 
degradação.  
Esta mutação p.Leu212Hisfs*2 foi detectada na família PCX, em dois membros, com 
níveis de actividade de PC - 36% e 49%, e os de antigénio 45% e 55%, respectivamente. 
Apenas o propósito sofreu trombose venosa, contando três episódios: TVP aos 19, e TFr aos 
21 e 22 anos de idade.  
A delecção p.Leu212Hisfs*2 foi descrita pela primeira vez, em 2011, num estudo 
português, por David D et al. (87) Foi encontrada em dois indivíduos com défice quantitativo, 
com uma média de actividade de 26%, e 36.5% de antigénio. De um modo semelhante, a 
média das idades da ocorrência dos eventos trombóticos é de 22 anos, sendo das mais 
precoces entre os indivíduos estudados.  
Das alterações descritas no gene PROC, as delecções não são as mais comuns. A 
mutação p.L212Hfs*2 encontrada ainda apenas na população portuguesa poderá ter uma 
origem ancestral comum. No entanto, esta afirmação carece de estudos mais extensos.  
Pelo facto de se situar no local chave da activação da PC, prevê-se que a 
p.Leu212Hisfs*2 em homozigotia fosse incompatível com a vida. No entanto, apesar de, 
teoricamente, as mutações neste local comprometerem em definitivo a formação de APC, 
ainda não se conhecem estudos que o comprovem. 
Foram descritas outras mutações neste local, como a substituição da arginina 211 por 
um glutamato (R211E) ou por um triptofano (R211W). (91, 93) Esta última mutação foi 
encontrada em homozigotia, por Millar D et al (2000) (94), em um propósito com níveis de 
PC de 1%, tendo manifestado púrpura fulminante neonatal. Os pais, sendo heterozigóticos, 
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possuíam níveis de 50% de actividade/antigénio. Esta mutação foi associada também a défice 
de PC tipo II, em povos asiáticos, onde é relativamente comum, com uma prevalência de cerca 
de 10% na população japonesa. (95-97)  
A recorrência de mutações neste local pode dever-se à presença do dinucleótido CG, e 
por se tratar de um aminoácido altamente conservado. (98) 
 
2.4. Mutações missense – p.P210L; p.R220Q; G239R; V339M 
 
Foram identificadas quatro mutações missense (g.629C>T; g.659G>A, g.715G>A, 
g.1015G>A) (Figura 9) em quatro famílias num total de treze indivíduos.  
A primeira foi encontrada em 4 indivíduos da família PCIX. A g.629C>T (CCG>CTG) 
situa-se no exão 7 e, caracteriza-se pela substituição de um resíduo de prolina por uma 
leucina, no codão 210: p.P210L. Deste modo afecta o peptídeo de activação, num local 
adjacente ao sítio onde o complexo T/TM reconhece um local de clivagem (codão 211). 
A média de actividade de PC nos indivíduos afectados é de 65.3%, tendo sido 
registados valores de 57 a 73%.  
A mutação g.659G>A (CGG>CAG) afecta a família PCXI, com cinco indivíduos. O 
familiar PCXIc, como já foi referido, apresenta a mutação em homozigotia. 
A mutação g.659G>A está também situada no exão 7, no local correspondente ao 
início do domínio serina-protease. No codão 220 ocorre a troca de um resíduo de arginina 
por uma glutamina: p.R220Q.  
A média da PC funcional nestes indivíduos é de 59.8%, embora os níveis oscilem entre 
os 19% e os 64%. O valor mais baixo corresponde ao membro homozigótico para a mutação, 
e não foi contabilizado para a média de actividade de PC correspondente à mutação em causa. 
A mutação g.715G>A (GGG>AGG) foi encontrada apenas em um indivíduo (PCXII). 
Situa-se no exão 8, ao nível do codão 239, com a substituição de um aminoácido de glicina por 
uma arginina: p.G239R. Está adjacente a uma ponte dissulfídica, e relativamente próximo de 
um dos locais da tríade catalítica, His253. A determinação da PC neste indivíduo revelou um 
valor borderline de actividade: 60%.  
Por último, os 3 indivíduos da família PCXIII, apresentam a mutação g.1015G>A 
(GTG>ATG). Localizada no exão 9, é caracterizada pela permuta de um resíduo de valina por 
uma metionina, no codão 339: V339M. O codão afectado, no domínio serina-protease, situa-se 
entre duas pontes dissulfídicas; uma delas liga as cadeias leve e pesada da PC.  
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Esta família manifesta, em média, 42,3% de antigénio de PC, oscilando entre 41 e 
45%. A actividade foi apenas determinada num indivíduo familiar, com 37% de proteína 
funcional. 
 Todas as mutações ocorrem com a transição G>A, excepto a g.629C>T (p.P210L) que 
surge pela transição de C>T. Estão situadas em dinucleótidos CG, locais onde ocorrem 
mutações frequentemente.  
 
2.4.1. Modelação molecular e relação fenotípica 
 
 A avaliação predictiva do possível impacto que a troca de aminoácido pode provocar 
na estrutura e função da PC, levada a cabo pelas ferramentas de modelação molecular in silico 
SIFT e Polyphen, está sumarizada na Tabela 15. (75, 76) 
 A análise de cada programa foi comparada com o objectivo de classificar, por critérios 
distintos, mas complementares, as mutações missense, e assim prever a “severidade” do 
fenótipo consequente. 
Obteve-se concordância de resultados na avaliação de todas as mutações missense.  
 
2.4.1.1. p.P210L 
 
O aminoácido prolina 210 faz parte do peptídeo de doze aminoácidos (Asp200-
Arg211) que sofrem proteólise pelo complexo T/TM, dando origem à activação do 
zimogéneo. É considerado um aminoácido conservado na PC de algumas espécies ortólogas 
(Tabela 15). (93)   
As prolinas, além de possuírem propriedades hidrofóbicas, afectam a estrutura 
secundária da cadeia polipeptídica, por quebrarem -hélices ou β-sheets. (99)  
A mutação em que ocorre a substituição da prolina 210 por uma leucina, é 
caracterizada por ser “tolerante”, pela análise in silico do programa SIFT, e “benign” pelo 
Polyphen (Tabela 15). A substituição não afecta a hidrofobicidade, nem a polaridade, uma vez 
que são ambos aminoácidos sem carga. Apesar disso, dada a sua localização no peptídeo de 
activação, a sua substituição pode vir a comprometer a secreção e estabilidade do zimogéneo. 
(87) 
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        Tabela 14. Relação entre as mutações identificadas no gene PROC e as manifestações fenotípicas. 
     
PC Act
1
 (%) 
n famílias  
afectadas 
nM/nM+T 
Tipo Mutação Região Nucleótido Alteração AA Local ligação/Domínio  Média Intervalo  
  
Reguladora Promotor -13A>G (-1533A>G) - Factor transcrição-HFN3 45 38-52 2 2/1 
Pequena Deleção Exão 7 g.633_634delGC p.Leu212Hisfs*2 (170) Peptídeo activação 42.5 36-49 1 2/1 
Nonsense Exão 7 c.595C>T p.Arg199X (157) Dipeptídeo de ligação 50.5 40-66 6 9/6 
Missense Exão 7 c.629C>T p.Pro210Leu (168) Peptídeo activação 65.3 57-73 1 4/1 
 
Exão 7 c.659G>A p.Arg220Gln (178) Serina-protease 59.8 (19)58-64 1 5/2 
 
Exão 8 c.715G>A 
 
p.Gly239Arg (197) Serina-protease 60 60 1 1/1 
 
Exão 9 c.1015G>A 
 
p.Val339Met (297) Serina-protease 37 37 1 3/1 
  
PC Act 
1
 - actividade PC (70-140%); Intervalo – o valor de actividade de PC mais elevado e o mais baixo que se obtiveram nos indivíduos afectados; nM/nM+T – o número de 
indivíduos afectados pela mutação relativamente ao número de indivíduos com a mutação, e com história pessoal de tromboembolismo; -indivíduo homozigótico. A numeração 
usada é sugerida pela HGVS (38), com referência,  em itálico, à numeração  segundo Foster et al (1985) (37). 
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A P210L foi descrita na populaçao francesa, em heterozigotia e homozigotia (doente 
com níveis de PC de 15%), como uma mutação recorrente, causando deficiência de PC tipo I. 
(99) Os coreanos Kim H- J et al (2008) (100) apresentaram um propósito com deficiência tipo 
I por heterozigotia composta, em que uma das mutações era a P210L e a outra R211W. 
Apesar disso, este apenas desenvolveu os primeiros episódios trombóticos aos 19 anos, na 
sequência de trauma. A mãe deste, heterozigótica para a P210L, tem como história clínica TF 
superficial, aos 38 anos.  
Estes dados sugerem que a P210L parece conferir um baixo grau de 
trombogenicidade, o que pode explicar o facto de as manifestações fenotípicas ocorrerem tão 
tardiamente no propósito do estudo coreano (actividade 4% e antigénio 13%).  
Na população portuguesa, David D et al (2011) (87) identificou-a em um indivíduo 
com 68% de actividade de PC, com história pessoal de trombose aos 44 anos.  
No presente estudo, a média dos níveis de PC é de 65.3%, próxima do limite mínimo 
de normalidade. Dos quatro indivíduos (família PCIX) que a manifestam, apenas o propósito 
sofreu trombose venosa, aos 26 anos de idade, na sequência de um período de imobilização 
em viagem de 36 horas. Este indivíduo, do sexo feminino, ainda tinha como factor de risco o 
facto de tomar anticonceptivos orais. Não refere história familiar positiva.  
Apesar da localização e conservação do resíduo de prolina na estrutura da PC, os 
níveis de actividade encontrados e as circunstâncias do evento trombótico parecem indicar 
que a função da PC não é gravemente comprometida, como foi afirmado anteriormente. No 
entanto, o reduzido número de indivíduos estudados não permite inferir, com segurança, 
acerca da relação genótipo/fenótipo.  
 
2.4.1.2. p.R220Q 
 
O aminoácido arginina 220 forma uma ponte salina com o glutamato 223, através da 
cadeia básica que possui; está afastado do local catalítico. (45) Não é considerado conservado, 
quando comparado com as regiões homólogas de outros factores DVK, nem entre espécies 
ortólogas (bovinos e murinos). Este resíduo insere-se num cluster de aminoácidos, 
R(Arg)G(Gly)D(Asp), que contribuem para a ligação da TM, e consequentemente, para a 
activação da PC, pelo complexo T/TM. (38, 86) A comprová-lo, Grinnell B et al (1994) (101), 
ao manter TM em contacto com PC mutada, neste local, não obteve estímulo à activação desta 
última.  
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A arginina 220 está localizada na cadeia pesada, num loop, a 20 resíduos de distância 
do dipeptídeo de ligação, que é removido por clivagem, dando origem a uma proteína de duas 
cadeias.  
A mutação p.R220Q provoca a mudança de um aminoácido pesado com carga 
fortemente positiva, como a arginina, para uma glutamina, que é um resíduo neutro (Figura 
9).  
A presença de uma glutamina, na posição 220, não cria interações adversas nos 
resíduos circundantes, embora seja um aminoácido com tendência para formar estruturas 
secundárias. No entanto, a ligação com o ácido glutâmico 223 não existirá, o que compromete 
o folding estável da PC. Tem-se ainda especulado que a presença da glutamina altera a 
conformação local, levando à remoção do peptídeo de ligação durante o processo 
translacional, o que compromete o transporte intracelular e a degradação da molécula 
mutada, mediada pelo retículo endoplasmático. Neste caso, a proteína mutada é encaminhada 
para o citoplasma, onde possivelmente será degradada por proteossomas. (102) 
Dadas estas características, a R220Q não é considerada uma mutação com 
consequências muito severas, daí que os programas preditivos a considerem Tolerant (SIFT) 
ou Benign (Polyphen) (Tabela 15).  
Nos inúmeros estudos onde foi identificada, está associada a deficiência de PC tipo I. 
Na população francesa, Gandrille S et al (1995) (99) referem-na como a mutação mais 
frequente, presente em oito famílias de um estudo (níveis desconhecidos). Um estudo inglês 
também refere esta alteração em um indivíduo com 33% de actividade de PC. (86) Na 
população espanhola, Soria JM et al (1996) (103), estudam a recorrência/efeito fundador em 
doentes com deficiência tipo I. David D et al (2011) (87) referem, na população portuguesa, 
nove indivíduos com média de actividade compreendida entre 14 e 58%, em que o de níveis 
mais baixos é homozigótico para a p.R220Q.  
Na mesma posição, 220, ocorrem também frequentemente a substituição por outros 
resíduos, como a glicina (87) e o triptofano. (99, 104) 
A actividade de PC, nos quatro indivíduos heterozigóticos deste estudo (família PCXI), 
oscila entre os 58 e 64%, com uma média de 59.8%. O propósito desenvolveu TVP, aos 46 
anos de idade, mesmo possuindo, em heterozigotia, a PRT G20210A. Como factores de risco 
adquiridos, somam a cirurgia a varizes, obesidade, e sedentarismo. O PCXId manifestou um 
episódio de TF (informação não mostrada), e é o único familiar deste estudo com 
antecedentes de trombose venosa (Tabela 10). Desconhece-se se apresentava factores de 
risco adquiridos. 
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Um dos familiares, com 64% de actividade, é também heterozigótico para a PRT 
G20210A, mas ainda não desenvolveu trombose. 
O indivíduo homozigótico, do sexo feminino, aos 23 anos de idade, revela 19% de 
proteína funcional, e não manifestou clínica. Apesar de a homozigotia na deficiência de PC 
estar associada a purpura fulminante, no período neonatal, estão descritas deficiências que 
em homozigotia têm um fenótipo ligeiro, com os primeiros eventos trombóticos em idade 
adulta, e desencadeados por factores de risco adquiridos. (94) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.1.3. p.G239R 
 
A glicina do codão 239 é considerada um aminoácido altamente conservado na PC 
entre espécies de mamíferos, e em outras proteínas DVK, como os factores II, VII, IX e X, o que 
comprova a sua importância estrutural. A ocorrência de mutações que afectem esta posição 
provoca alterações na cadeia polipeptídica, uma vez que entre o aminoácido wild-type e o 
mutado existe uma diferença de tamanho considerável. (99) As glicinas caracterizam-se por 
serem os aminoácidos com menor massa; não possuem carga, e têm a capacidade de quebrar 
estruturas secundárias. A Gly239 localiza-se na cadeia pesada, no terminal-N de uma β-barrel, 
no domínio catalítico serina-protease da PC. É um aminoácido interno que estabelece uma 
ligação por pontes de hidrogénio com a cadeia principal da serina 402, um dos resíduos da 
tríade catalítica, ajudando a manter a geometria própria do local activo. (56) 
 
 
Figura 10. R220Q: (à esquerda) estrutura da cadeia pesada da PC com o aminoácido nativo arginina 
(R) na posição 220; (à direita) posição 220 com o aminoácido glutamina (Q). A seta azul indica o local 
da substiuição. (adaptado de http://www.itb.cnr.it/procmd/index.html (55)) 
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Tabela 15. Mutações missense – classificação pelos programas preditivos Polyphen e SIFT. 
Exão 
Local 
proteico 
afectado 
Alteração  
nucleotídica 
Alteração 
aminoácido 
PC  Act
1 
 
(média) 
nM/nM+T 
Alinhamento 
múltiplo (55) 
(H/P/M/C
2
)  
SIFT (74) 
(PSI-BLAST) 
PolyPhen (75) 
(PSIC-score 
difference) 
Modulação molecular/consequência na proteína 
7 
Adjacente 
sítio 
activação  
c.629C>T p.Pro210Leu (168) 65.3 4/1 P/P/P/P 
Tolerant 
(0.09) 
Benign 
(0.256) 
Alteração da estrutura secundária; 
 secreção e estabilidade reduzidas 
7 
Cluster aa 
ligação TM  
c.659G>A p.Arg220Gln (178) 59.8 5/2 R/W/Q/R 
Tolerant 
(0.58) 
Benign 
(0.019) 
Alteração da polaridade;  
retenção intracelular e degradação 
8 
Tríade 
catalítica 
c.715G>A p.Gly239Arg (197) 60.0 1/1 G/G/G/G 
Deleterious 
(0.00) 
Probably 
damaging 
(1.000) 
Alteração electroestática no local activo Ser402; 
 comprometimento actividade catalítica 
9 
Tríade 
catalítica 
c.1015G>A p.Val339Met (297) 37.0 3/1  V/V/V/V 
Deleterious 
(0.00) 
Probably 
damaging 
(0.986) 
Perda/ganho de ligações hidrofóbicas;  
comprometimento na estabilidade e secreção 
 
PC Act 
1
 - actividade PC (70-140%); nM/nM+T – o número de indivíduos afectados pela mutação relativamente ao número de indivíduos com a mutação, e com história pessoal de 
tromboembolismo; SIFT (PSI-BLAST): se ≤0.05 – Deleterious; se ≥0.05 até 1.00 – Tolerant (74); PolyPhen (PSIC-score difference): ≤0.5 – benign; ≥0.5 – possibly/probably damaging (75);  
H/P/M/C
2 
– Humanos (Homo sapiens); porcino (Sus scrofa); murinos (Mus musculus e Rattus norvegicus); canino (Canis familiaris) (55); aa – aminoácido; TM - trombomodulina. A 
nomenclatura usada é sugerida pela HGVS (38), com referência, em itálico, à nomenclatura segundo Foster et al (1985) (37). 
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A substituição da glicina por uma arginina, G239R, introduz um radical grande, com 
carga positiva, e menos hidrofóbico, no interior estreito da proteína (Figura 10). Estas 
propriedades podem implicar o comprometimento da estrutura protéica e a funcionalidade 
do local activo da tríade. (57, 76, 93) 
Pela análise dos programas in silico, a p.G239R é conotada como Deleterious (SIFT) e 
Probably damaging (Polyphen) (Tabela 15).  
A mutação p.G239R foi descrita pela primeira vez por Ireland H et al (1996) (105), 
num estudo multicêntrico, onde identificaram dois indivíduos com a alteração: o propósito 
apresentava trombose recorrente, com o primeiro episódio ocorrido aos 18 anos. Não foi 
possível determinar os níveis de PC, uma vez que este estava sob terapêutica de 
anticoagulação oral. Gandrille S et al (1995) (99) identificaram na população francesa, em 
quatro famílias, outra alteração neste local, com a substituição da glicina por um glutamato.  
A actividade de PC do único indivíduo afectado (propósito PCXII), no presente estudo, 
é de 60%, e o antigénio de 64%; manifestou TF e TVP, tardiamente aos 56 e 57 anos de idade. 
Neste caso, embora apresente níveis borderline, foi efectuado o estudo molecular, uma vez 
que o propósito faz parte de uma família numerosa (a qual não foi possível estudar) com 
histórico de trombose venosa, inclusivamente, com a ocorrência de três nados-mortos, em 
individuos com deficiência de PC. Desconhece-se se a família possui outra mutação no gene 
PROC, ou se existem outros genes reguladores, do sistema da PC ou outros loci, que possam 
regular os níveis de PC. O facto de este indivíduo possuir uma mutação no domínio catalítico, 
apresenta uma proteína funcional, cujo valor está próximo do limite mínimo da normalidade. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. G239R: (à esquerda) estrutura da cadeia pesada da proteína C como o aminoácido nativo 
glicina (G) na posição 239; (à direita) posição 239 com o aminoácido arginina (R). A seta rosa indica o 
local da substiuição. (adaptado de http://www.itb.cnr.it/procmd/index.html (55)) 
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2.4.1.4. p.V339M 
 
A valina 339 é um resíduo pequeno, altamente conservado na PC das espécies 
ortólogas, o que prediz a sua importância na estrutura da proteína. Situa-se no interior de um 
core de aminoácidos hidrofóbicos, na cadeia pesada, e inserida numa β-strand do domínio 
serina-protease.  
A substituição da valina 339 por uma metionina (p.V339M) não provoca alterações na 
polaridade nem na hidrofobicidade, no entanto, são perdidas as pontes de hidrogénio entre 
alguns aminoácidos distantes, ganhando-as com outros, como Leu 212 (adjacente ao local de 
clivagem do complexo T/TM). A metionina compromete as reacções com os aminoácidos 
circundantes, provocando o fenómeno de steric hindrance, uma vez que possui um tamanho 
exagerado. (56, 93) Deste modo, induz o misfolding e provoca grande instabilidade na PC, 
causando distúrbios na orientação da tríade catalítica. A deficiência tipo I associada a esta 
mutação será, portanto, devida ao comprometimento estrutural, o que tem como 
consequência o favorecimento da degradação intracelular da proteína (Figura 11). (106)  
A p.V339M apresenta-se, também, como Deleterious (SIFT) e Probably damaging 
(Polyphen) (Tabela 15).  
Foi descrita primeiramente por Gandrille S et al (1995) (99), em três famílias. Não 
foram apresentados os níveis de PC correspondentes aos indivíduos afectados.  
Dávid M et al (2000) (92) refere que a V339M é a mutação missense mais frequente na 
população holandesa, e apresenta oito indivíduos com a média da actividade de 38.3%.  
Miyata T et al (2009) (95), num estudo japonês de prevalências, reporta quatro 
indivíduos com actividades compreendidas entre 28 e 77%.  
No estudo português de David D et al (2011) (87), também foram apresentados dois 
indivíduos com esta mutação, com uma média de actividade/antigénio de 53/60%. Referem 
que estaria comprometida a secreção e estabilidade da PC.  
Todas as publicações referidas associam-na à deficiência de PC quantitativa.  
Neste estudo, foi encontrada em três indivíduos (família PCXIII), dos quais, apenas o 
propósito tem antecedentes de TVP aos 24 anos de idade, estando sob terapêutica 
anticoncepcional. A média de actividade de PC é de 37%, e é a mais baixa entre os indivíduos 
deste estudo. 
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Figura 12. V339M: (à esquerda) estrutura da cadeia pesada da PC como o aminoácido nativo valina(V) 
na posição 339; (à direita) posição 339 com o aminoácido metionina (M). A seta rosa indica o local da 
substituição. (adaptado de http://www.itb.cnr.it/procmd/index.html (55)) 
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Conclusão 
   
O estudo molecular do gene do PROC nas 13 famílias com deficiência de PC revelou-se 
útil na identificação de portadores entre os indivíduos com níveis sobreponíveis aos normais 
e/ou borderline, e veio confirmar o diagnóstico de deficiência congénita daqueles cujos níveis 
estão diminuídos. Os estudos familiares revelaram que cinquenta por cento dos indivíduos 
estudados apresentam uma mutação.   
 Apesar do número reduzido da amostra de indivíduos, identificaram-se sete mutações 
diferentes, situadas essencialmente nos exões que codificam domínios da proteína que lhe 
conferem funcionalidade. Pôde-se constatar que as regiões correspondentes aos exões 7, 8 e 
9 são frequentemente afectadas por mutações pontuais, em sequências conservadas entre 
proteínas DVK, e também entre os genes da PC de espécies ortólogas.  
No entanto, o facto de existirem mutações próximas de locais conservados na 
estrutura da PC, não existe necessariamente uma associação com os níveis de 
actividade/antigénio muito baixos, ou até a fenótipos clínicos severos. Prova disso foi o facto 
de ter sido encontrada uma mutação missense, adjacente ao local de activação da PC, que 
confere valores de actividade de 57 e 73%, em que apenas o propósito, com o valor mais 
baixo, desenvolveu trombose, após imobilização de cerca de trinta e seis horas de viagem, e 
sob terapêutica de anticonceptivos orais.  
A heterogeneidade nos níveis plasmáticos de PC, intra e inter familiar, revela que o 
estudo funcional da PC é um fraco indicador de manifestação clínica, e de prognóstico. O 
estudo molecular confirma défices em caso de suspeita, e consoante o tipo e localização da 
mutação ajuda a inferir o fenótipo. Contudo, os factores de risco adquiridos são, na maioria 
dos casos, os precipitantes para o evento trombótico.  
Embora, a existência do haplótipo CGT em homozigotia, relativo aos polimorfismos, -
1654 C/T, -1641 A/G e -1479 A/T, no promotor do gene PROC, possa influenciar os níveis de 
PC, estando associado à diminuição da sua síntese, não parece haver uma relação com a 
severidade dos eventos trombóticos. 
Recentemente foram descritos outros polimorfismos moduladores dos níveis de PC: 
no gene PROC (intrão 1, -141T/C) e no gene do EPCR – PROCR. O polimorfismo g.6936A>G, 
Ser219Gly, no gene PROCR está associado ao aumento do EPCR solúvel, que se liga à PC, 
diminuindo, desta forma, a sua ligação ao EPCR endotelial. A presença deste mecanismo está 
associada a níveis mais elevados de PC em circulação, e a uma diminuição na capacidade da 
sua activação. (64, 107)  
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Por outro lado, os níveis de PC parecem depender da actividade de outros genes, que 
regulam a transcrição do gene PROC. Os estudos de associação genome wide (estudos de 
linkage), têm como objectivo, neste caso, identificar no genoma potenciais regiões que 
estejam envolvidas no controlo da expressão do gene PROC, e que, deste modo, possam 
contribuir para o aumento do risco de trombose venosa. (62, 108)  
Um estudo realizado em Espanha correlacionou, em famílias com défice de PC, 
polimorfismos no gene NQO1, que codifica a NAD (P) H-quinona oxidoreductase-1 do 
metabolismo da vitamina K, com níveis diminuídos de PC. (109) 
Além destes polimorfismos que influenciam a expressão do gene PROC, a co-
ocorrência das variantes dos genes moduladores de fenótipo FVL e PRT G20210A reforça o 
carácter multigénico, além de multifactorial, da trombose venosa. Sendo assim, a 
hereditariedade oligogénica pode explicar o elevado risco observado em indivíduos de uma 
família com história positiva. 
 A gravidade das deficiências congénitas de PC depende do tipo e local da mutação no 
gene PROC. Foram descritos casos severos em homozigotia, incompatíveis com a vida ou 
dando origem a episódios tromboembólicos a partir do período neonatal, manifestando-se 
frequentemente como purpura fulminante. No entanto, tem sido observado em indivíduos 
homozigóticos ou heterozigóticos compostos, um atraso na ocorrência de trombose, que 
muitas vezes apenas se manifesta na idade adulta, e em alguns casos, moderadamente severa. 
(110) Um dos indivíduos estudados, o familiar PCXIc, apresentou a mutação em homozigotia, 
com actividade de PC de 19%, e aos 23 anos de idade ainda não sofreu nenhum episódio 
trombótico. Pode concluir-se, neste caso, que a mutação em causa não afecta gravemente a 
PC, e ainda permite que haja produção de APC funcional, uma vez que os níveis de actividade 
são comparáveis ao de indivíduos heterozigóticos. 
A identificação de mutações no gene PROC não tem valor prognóstico, no que diz 
respeito ao risco de ocorrer trombose. No entanto, se fôr efectuada no âmbito de estudos 
familiares, em que já haja probabilidade de manifestações trombóticas, a identificação de 
portadores pode ser útil para para decidir profilaxia em situações de risco.   
Por outro lado, permite distinguir uma deficiência congénita de um défice adquirido, 
especialmente nos indivíduos anticoagulados, e naqueles em que não é possível a realização 
de estudos familiares. E, por fim, ainda possibilita o diagnóstico pré-natal a casais em risco. 
O estudo molecular de alterações no gene PROC, e o seu efeito, é também muito 
importante na medida em que contribui para o esclarecimento da estrutura e funções da PC. 
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Perspectivas futuras  
 
 Dos indivíduos heterozigóticos com deficiência de PC, a maioria é assintomática, no 
entanto, no âmbito de estudos familiares, seria relevante proceder ao estudo de uma amostra 
mais representativa da população portuguesa.  
 Sabe-se que em cerca de 10 a 30% dos casos não é encontrada nenhuma mutação que 
explique o défice de PC. (111) Nesta situação seria importante recorrer a técnicas como o 
MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification), para análise do gene PROC, úteis na 
identificação de grandes delecções, inserções e rearranjos. 
 Seria útil, correlacionar os níveis de PC versus mutações no gene PROC usando testes 
funcionais com várias metodologias. A identificação e compreensão do efeito das mutações no 
gene poderá ajudar a optimizar novos testes mais sensíveis para a deteccção de determinado 
défice. 
Em suma, melhorar o conhecimento da função da PC, quando diminuída, como factor 
de risco para trombose, e tornar a identificação de portadores de mutações no gene PROC, um 
estudo complementar de rotina nos laboratórios de diagnóstico.  
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